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1. Introduction
On the pharmaceutical market, we can distinguish 
traditional medications, obtained as a result of chemical 
processes, and those which are produced using genetic 
engineering techniques by living cells, such as bacteria, 
fungi, plants or mammalian cells [37]. The emergence 
of recombinant DNA technology (rDNA) and its appli-
cation in the pharmaceutical industry has resulted in 
the rapid development of many biotechnological com-
panies and the increase in the availability of biophar-
maceuticals, which are recombinant proteins with the-
rapeutic properties. This made the mass production of 
safe and effective medications possible. Currently, many 
diseases are treated with biopharmaceuticals produced 
by the DNA recombination technology [7, 65]. 
Manufacturing biopharmaceuticals is strictly regu-
lated by international guidelines defining the proper 
conduct during production process. The entire techno-
logical process, such as: selection of the expression 
system, cell culture, creation of cell banks, production, 
isolation and purification of protein, characterization 
of the substance, final formulation of the medicinal 
product and its authorisation are subject to rigorous 
controls by international regulatory authorities, such 
as: The United States Food and Drug Administration 
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Abstract: The fast development of the biopharmaceutical market is correlated with the growing number and availability of technologies 
for the production of so-called biodrugs. One of the main procedures for therapeutic protein production is based on bacterial expression 
systems. In order to maintain the constant quality and homogeneity of the initial inoculum, the cell bank must be created in full accordance 
with quality standards. The first step should be the establishment of a Master Cell Bank (MCB), which must be performed in a laboratory 
that meets high quality standards and according to well-described main procedures. The MCB should be initiated from a single well-charac-
terised bacterial colony. A Working Cell Bank (WCB) is usually prepared as a second step from one or few vials deposited in the MCB. The 
WCB must be characterised for bacterial strain homology and be free of any biological cross contamination. This paper describes the main 
requirements and good practises for the preparation of a cell bank suitable for constant and reproducible production of biopharmaceuticals.
1. Introduction. 2. Prokaryotic expression system. 3. Cell banking system. 4. Cell banks characterization. 4.1. Conformation of identity 
(properties) of the bacterial strain. 4.2. Confirmation of the purity of the bacterial strain. 5. Summary
TWORZENIE BANKÓW KOMÓREK W PRODUKCJI BIOFARMACEUTYKÓW
Streszczenie: Szybki rozwój rynku farmaceutycznego w zakresie biofarmaceutyków jest powiązany z rosnącą liczbą i dostępnością opra-
cowanych technologii ich wytwarzania. Jednym z podstawowych sposobów produkowania białek o właściwościach terapeutycznych jest 
wykorzystywanie bakteryjnych systemów ekspresyjnych. W celu zapewnienia jednolitego materiału wyjściowego dla całego procesu techno-
logicznego konieczne jest założenie banków komórek z zachowaniem odpowiednich standardów jakościowych. Macierzysty bank komórek 
(MCB – Master Cell Bank) tworzony jest jako pierwszy w ściśle określonych warunkach na podstawie szczegółowo opisanych procedur, 
z pojedynczej dobrze wyselekcjonowanej i scharakteryzowanej kolonii bakteryjnej. Roboczy bank komórek (WCB – Working Cell Bank) 
przygotowywany jest w drugiej kolejności, z jednej lub kilku probówek MCB. Banki te muszą być scharakteryzowane pod względem właści-
wości szczepu bakteryjnego oraz być wolne od zakażeń krzyżowych. W poniższej pracy nakreślono podstawowe założenia oraz wskazano na 
dobre praktyki mające na celu przygotowanie banku komórek zapewniającego stabilną i powtarzalną produkcję biofarmaceutyku. 
1. Wprowadzenie. 2. Prokariotyczne systemy ekspresyjne. 3. System banków komórek. 4. Charakterystyka banków komórek. 4.1. Potwier-
dzenia tożsamości (właściwości) szczepu bakteryjnego. 4.2. Potwierdzenie czystości szczepu bakteryjnego. 5. Podsumowanie
Key words: cell banks, recombinant proteins, biopharmaceuticals, MCB, expression system, WCB
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–  FDA, European Medicines Agency – EMA (Euro-
pean Medicines Agency), European Directorate for the 
Quality of Medicines and HealthCare – EDQM, and 
World Health Organization – WHO. These organisation 
ensure the coordination of the assessment and supervi-
sion over granting market authorisation to medicinal 
products for human and veterinary use on the entire 
territory of the European Union (EMA) and the United 
States (FDA). These regulations require manufacturers 
to comply with numerous procedures throughout the 
production process and to inform patients about exi-
sting risks associated with the use of a given medicinal 
product [11]. EDQM deals with the quality control of 
medicinal and veterinary products already authorized 
for market in the European Union.
The first biopharmaceutical produced with the 
rDNA technology in the prokaryotic system, authorized 
for marketing in 1982, was human insulin [32]. Other 
natural proteins, i.e. hormones and cytokines, belong 
to the next nine types of medications authorised for 
use by the FDA in the 1980s. Currently, many recom-
binant biopharmaceuticals are used in the treatment 
of diseases such as: metabolic disorders (e.g. type  1 
diabetes, type  2 diabetes, obesity or hypoglycaemia), 
haematological disorders (e.g. anaemia and chronic 
kidney disease, haemophilia A, haemorrhagic diathesis 
associated with blood coagulation disorders), and in 
oncology (e.g., melanoma, breast cancer or colorectal 
cancer treatment). In 2010–2014, the biopharmaceu-
ticals authorised for marketing were mainly mono- 
clonal antibodies (31% of the total obtained number) 
and medicines with anticancer properties (16%) [61].
The key step in the production of biopharmaceuti-
cals is the selection of a suitable expression system, i.e. 
a host strain and an expression vector. According to the 
Regulation of the Polish Minister of Health on the requ-
irements of Good Manufacturing Practice from 2008 
(Journal of Laws, No. 184, item 1143), the production 
of medicinal products obtained from microbial cultures 
should be based on a system of cell banks ensuring the 
prevention of undesirable changes in bacterial proper-
ties that may result from repeated cell passaging [60]. 
In the production of recombinant proteins in various 
expression systems, continuous culture is not mainta-
ined for a longer period of time. Cell banks are desi-
gned to provide the same source material for the entire 
manufacturing process [10, 21].
Basic assumptions and guidelines of Good Manufac-
turing Practice aiming at preparation of cell banks ensu-
ring stable and reproducible production of biophar-
maceuticals will be outlined in the paper. A potential 
Producer has to choose an appropriate set of methods 
necessary to develop and characterize the banks and 
develop appropriate procedures for their own produc-
tion process. This is an area of individual “know-how” 
which may be part of proprietary and protected techno-
logy. Examples of basic prokaryotic expression systems 
and general principles for the production of Microbial 
Cell Banks will be discussed.
2. Prokaryotic expression system
The majority of recombinant proteins is curren-
tly produced by genetic engineering, using a variety 
of expression systems: recombinant prokaryotic and 
eukaryotic strains (e.g. cell lines and yeasts), plants or 
transgenic organisms. These systems are readily ava-
ilable, safe and provide the possibility of changing the 
amino acid sequence of proteins in order to better adapt 
the final product to its function in the body. Choosing 
the right expression system (host and vector) is the key 
step in the production of biopharmaceuticals. 
The features that support the use of microorganisms 
for the production of recombinant proteins are their 
diversity, metabolic potential and the ability to adapt 
to different environmental conditions [12]. Bacteria are 
the most frequently selected microorganisms, especially 
Escherichia coli. The use of bacteria is cost-effective 
due to low production costs, easy manipulation in the 
genome, fast growth rate and the possibility of using 
many molecular methods enabling to work with them 
at the cellular and molecular level. Bacteria are ideal for 
the production of low molecular weight proteins that 
do not require post-translational modifications [37].
Bacteria of the species E. coli strains are the most 
frequently the microbes of choice used for a large-scale 
production of proteins due to the well-known genome 
sequence, the best-defined transcription and transla-
tion system, the large selection of promoters described, 
the ease of genetic manipulation and the well-known 
metabolic and regulation pathways [23, 36]. About 
30% of proteins with therapeutic properties, appro-
ved for use by the FDA, are produced in this host [3]. 
A high level of protein expression can be obtained in 
E. coli strains, by applying strong promoters. Moreover, 
E. coli can accumulate recombinant proteins in an 
amount of up to 80% of its dry matter, and is characte-
rized by the ability to survive in various environmen-
tal conditions [15]. These bacteria multiply quickly on 
relatively inex pensive substrates, and the large-scale 
recombinant protein synthesis process in bioreactors 
has been well studies and described [59]. Currently, 
the K-12 E. coli strain and its derivatives [49, 75] are 
routinely used in production. Despite the use of E. coli 
strains as the system of choice, these microorganisms 
are not free from disadvantages affecting production 
processes. E. coli contains lipopolysaccharide (LPS 
endotoxin), for which reason the proteins obtained in 
this system need to be specially purified, so that they 
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could be used in the production of biopharmaceuticals 
applied in human and animal therapy [78]. After ente-
ring the bloodstream, bacterial endotoxins can cause 
fever, hypotension, respiratory failure, endotoxic shock 
and ultimately sepsis. Therefore, many methods have 
been developed to remove endotoxins from recombi-
nant protein preparations [45]. In addition, the over-
expression of recombinant proteins in E. coli can lead 
to the formation of inactive, insoluble aggregates called 
inclusion bodies (IBs). One of the methods to avoid or 
reduce the production of IB is to lower the tempera-
ture or change the culture conditions, which will cause 
both an increase in protein expression and will affect 
its solubility [23]. 
The first biopharmaceutical produced by means of 
genetic engineering in E. coli was human insulin. It was 
achieved by David Goeddel’s team (Genentech) in 1978. 
Next, Genentech and Lilly signed an agreement for the 
commercialization of recombinant insulin, which was 
authorized by the FDA in 1982. These were Humulin R 
(rapid-acting insulin) and Humulin N (NPH, indirect-
-acting insulin) preparations [32, 56]. Most recombi-
nant proteins with therapeutic properties produced in 
the E. coli system are used in the treatment of infectious 
diseases, the group of endocrine diseases or metabolic 
disorders [20]. In the cells of E. coli, interferons (alpha-1, 
alpha-2a, alpha-2b and gamma-1b) are successfully 
produced, as well as human albumin, hormones (insu-
lin analogues, calcitonin, parathyroid hormone, human 
growth hormone, glucagon, somatropin), interleu-
kins  11 and  2, TNF-alpha (tumour necrosis factor), 
G-CSF (granulocyte macrophage colony stimulating 
factor, granulocyte and macrophage colony stimulating 
factor), plasminogen activator [20] and many recom-
binant enzymes which are applied in diagnostics and 
molecular biology [37]. 
Apart from E. coli strains, other microorganisms 
display application potential as “cell factories” for the 
production of recombinant proteins. One of them is 
Lactobacillus lactis from the group of probiotic bacteria 
with the status of GRAS (Generally Regarded as Safe), 
exerting a positive impact on human health. These 
|bacteria do not produce endotoxins, thanks to which 
they can be used to manufacture medicines and food 
[12]. In addition, L. lactis has the ability to secrete 
produced proteins into the culture substrate through 
Sec-type secretion system [35]. For this strain various 
promoters are used, induced by environmental stress 
conditions, i.e.: changes in pH or culture temperature. 
Probably the best-known example is the nisin-indu-
ced promoter, which, together with regulatory elements 
from the nis operon, derived from L. lactis creates an 
expression system called NICE (the Nisin-Inducible 
Controlled Gene Expression System), used to produce 
lysostaphin and membrane proteins [51]. Another 
example is the P170 promoter activated by a drop in 
pH (below the value of 6) during the passage of cells 
from the exponential to stationary growth phase in 
the culture cultivated with the addition of glucose [51]. 
This system has a significant advantage. It undergoes 
self-induction by lactic acid accumulating in the sub-
strate during bacterial growth. In this way, the system 
based on the P170 promoter can be easily used in pro-
duction [41]. In 2003, bacteria of the species L. lactis 
were used for the first time to overproduce eukaryotic 
membrane protein – the human KDEL receptor (endo-
plasmic reticulum protein retention receptor) without 
forming inclusion bodies [42]. 
Other microbes used in the production of recom-
binant proteins are bacteria of the Pseudomonas genus, 
characterized by a fast growth rate and the ability to 
secrete proteins. Several strains like P. fluorescens, 
P. aeru ginosa or P. putida are a good alternative to 
expression systems based on E. coli strains. The culture 
of bacteria from the Pseudomonas genus in bioreactors 
does not require such a strict control of the aeration 
parameters and sugar concentration in the medium, as 
in the case of E. coli, while maintaining high production 
of biomass and high expression of recombinant protein 
[12]. In P. aeruginosa the so-called type III secretion 
system is used for the secretion of proteins from the 
cytoplasm outside the cell. This bacterium was used 
to develop an expression system in which a 54 amino 
acid signal peptide derived from endotoxin S (Exo S) 
was combined with the produced protein under the 
control of the inducible Ptac promoter. This system was 
activated in the cell by calcium deficiency in the bac-
terial growth environment obtained by the addition” 
of EGTA (chelating compound – ethyleneglycol-OO’-
-bis (2-aminoethyl)-N, N, N’, N’-tetraacetic acid) to the 
culture substrate [ 16]. 
Gram-positive bacteria from the Bacillus genus are 
also used as hosts for the production of recombinant 
proteins. The advantage of this species is the lack of LPS 
in the structure of their cellular shields, belonging to 
the GRAS family and secretion of the protein directly 
into the culture substrate, as well as the lack of the cre-
ation of inclusion bodies. The last two features greatly 
facilitate the purification process of the protein pro-
duct. On the other hand, a system based on the bacteria 
of the genus Bacillus has a number of disadvantages, 
i.e.: (i) the production of large amounts of cellular pro-
teases which can degrade the structure of the produ-
ced protein; (ii) instability of plasmids in cells; (iii) the 
difficulty of culturing cells to achieve high density 
[78]. Nevertheless, due to the numerous above-men-
tioned advantages, Bacillus bacteria are readily used 
in biotechnology. The most commonly used species 
are: B. megaterium, B. subtilis and B. brevis, in which, 
for example, amylase, EGF (epidermal growth factor), 
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interferons, lipase A, penicillin acylase, staphylokinase, 
streptavidin were produced [15, 75 ]. In order to use 
the bacteria of the genus Bacillus for the production 
of recombinant proteins the strains having a relatively 
low protease activity, carrying stable plasmids and the 
ability to grow under different nutrient conditions, are 
constructed using genetic engineering methods. The 
first such strain was the B. subtilis, constructed in 1984 
with the deletion of aprA and nprE genes, encoding the 
proteases [39]. In contrast, in another strain B. megate-
rium, a stable plasmid was used with a promoter deri-
ved from the operon associated with the use of xylose, 
which made high expression of heterologous proteins 
possible. This system was induced with 0.5% xylose and 
blocked by the presence of glucose in the substrate [40].
Many other microorganisms such as Streptomyces, 
Corynebacterium [12], Caulobacter, Methylobacterium, 
Anabaena or Staphylococcus carnosus [75] are also used 
for the production of recombinant proteins in pro-
karyotic systems. 
However, being prokaryotes, the above-described 
microorganisms are not used for the synthesis of pro-
teins with high molecular weights or ones derived from 
higher organisms. These proteins often have a compli-
cated structure, requiring the presence of disulphide 
bridges or cell chaperones to obtain appropriate confor-
mation [20]. In addition, many of these proteins require 
additional post-translational modifications after syn-
thesis, which cannot be performed in prokaryotic orga-
nisms, for example glycosylation or phosphorylation, 
and which are the essential feature of many eukaryotic 
proteins [57]. And yet the low cost and ease of bacte-
rial culture is an unparalleled advantage over any other 
expression system, so despite the limitations described, 
microorganisms are always the preferred choice both 
on a laboratory scale and on an industrial scale [38]. 
Currently, biopharmaceuticals produced with recombi-
nant DNA technology derived from prokaryotic expres-
sion systems constitute 1/3 of available medicines sold 
on the market [37].
3. Cell banking system
During the production of biopharmaceuticals, 
the bacterial culture is not continuously maintained 
(strain passaging). Continuous passaging is disadvan-
tageous, due to the risk of contamination of the pro-
duction strain with other biological material present in 
the laboratory and, above all, due to the possibility of 
genetic drift (possible spontaneous mutagenesis), which 
may result in the loss of genotypic/phenotypic stability 
of the strain, and thus its features characteristic [21, 
66]. In order to avoid this phenomenon, the so-called 
cell bank system, that enables the same, unchanged 
starting material for the entire manufacturing pro- 
cess is developed [10, 21]. The creation of cell banks 
reduces the costs of continuous culturing and allows 
the storage of cellular material in an unchanged and 
intact form, making it a good alternative to continuous 
culturing. In the further part of the paper, the method 
of establishing and conducting Microbial Cell Banks 
(MCB) will be discussed.
Currently, many different expression systems are 
available: expression vectors and host strains – descri-
bed in Subsection 2., allowing for the efficient produc-
tion of recombinant proteins. The choice of the system 
depends on the way the cell culture is conducted, the 
type and level of protein expression, the location of the 
protein produced, and the required post-translational 
modifications, as well as biological activity. The bacte-
rial host strain should be, first and foremost, genetically 
compatible with the vector used, for the production of 
heterologous protein to be as effective as possible [80]. 
The most important aspect is the stability of plasmid 
DNA (pDNA) in bacterial cells (structural and segre-
gative stability), because the whole process of obtaining 
recombinant protein in the production strain takes 
place without the use of antibiotics. A plasmid without 
antibiotic pressure should remain in the host strain for 
the minimum of 80 generations for such a “pair” to be 
classified as a stable expression system. International 
organizations like WHO (in the report on the standar-
dization of biological products) [79] and EMA (in stan-
dards referring to medicinal products in the preclinical 
and clinical phase) [18] stipulate careful and thought-
ful use of selection markers, which antibiotic resistance 
genes are in technological processes. A manufacturer 
should consider the possibility of not using antibiotics 
during the recombinant protein production. In addi-
tion, Zaleski P. et al. indicate that due to the spread of 
antibiotic resistance in the gene environment through 
horizontal gene transfer, it is not acceptable to use them 
in clinical tests. The residue of antibiotics in medicinal 
products may also negatively affect the quality of the 
final product and human health [81]. In addition, the 
bacterial strain used, should be free of as many endo-
genous proteases as possible, which can degrade syn-
thesized polypeptides [71]. 
After selecting an appropriate expression system 
which enables high and stable expression of the recom-
binant protein, the next step is to create fully described 
and characterized cell banks. The general requirements 
for the production of biopharmaceuticals, starting 
from the creation of cell banks and ending with the 
registration of medicinal products used in the treat-
ment of humans and animals, are contained in the 
Polish Pharmacopoeia and ICH standards developed 
by The International Council on Harmonization of 
Technical Requirements for Registration of Pharma-
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ceuticals for Human Use. ICH provides manufacturers 
(e.g. biopharmaceutical companies) with guidelines 
for the production of safe and well-characterized medi-
cinal products (Fig. 1). 
Recombinant proteins are produced by genetic 
engineering, in which the DNA encoding a particu-
lar product is introduced using an expression vector 
into a suitable microorganism (bacterial cells), where 
the gene for the assumed product is expressed and the 
protein is produced in strictly controlled growth con-
ditions [7]. Bacterial cells are referred to as a host cell 
prior to the introduction of a vector, and a stable host 
cell and vector system is called a host-vector system. In 
accordance with the guidelines contained in ICH Q5B 
[27] and the Polish Pharmacopoeia [19], the characte-
risation of the host-vector system is the first required 
stage in the entire technological process. ICH Q5B pro-
vides guidance on the construction and characteristics 
of the expression vector and host strain. The manufac-
turer should demonstrate the suitability of the selected 
host-vector system by:
● characterization of the starting material (host 
cells), which includes: determining its origin: 
species/genus, phenotype, genotype, number of 
passages. Host cells may come from isolated, one’s 
own laboratory lines, or directly from culture col-
lections, e.g. ATCC (American Type Culture Col-
lection) or another one. The manufacturer should 
also provide information on the pathogenicity of 
the strain (if any); 
● characterization of the expression vector, which 
includes: documenting the cloning strategy, ori-
gin and characteristics of a given gene, analysis 
of the nucleotide sequence and vector structure, 
demonstration of the origin of particular vec-
tor elements, e.g. origin of replication (place of 
replication start), resistance genes, promoters, 
expression enhancers, etc. The purpose of struc-
tural analysis of a vector by genetic engineering 
methods is to demonstrate that the correct DNA 
sequence encoding a particular protein will be 
introduced into host cells and will undergo stable 
expression during growth; 
● characterization of the host-vector system, which 
includes: description of the mechanism of intro-
ducing the vector into bacterial cells, determi-
nation of the number of copies and stability of 
the vector in the host strain (segregation stabi-
lity – in the ability of the strain to maintain the 
plasmid without antibiotic pressure), descrip-
tion of methods used to strengthen and control 
the expression of a recombinant protein and 
a description of the developed selection criteria 
for colonies producing the recombinant protein.
After selecting a single colony producing a recom-
binant protein, the formation of cell banks follows. The 
Fig. 1. Consecutive stages of production of biopharmaceuticals in prokaryotic system.
The stages are presented (stabile system selection, cell bank system, recombinant protein production) with reference to ICH guidelines (The International 
Council on Harmonisation of Technical Requirements for Registration of Pharmaceuticals for Human Use) adequate on individual production stages. 
The most important guidelines for establishing the cell bank are gathered in ICH Q5B and ICH Q5D (modified [14]). Master Cell Bank (MCB); Research 
Cell Bank (RCB); Working Cell Bank (WCB); ICH Q5 (Q5 – quality of biotechnological products) – guidelines referring to quality of biotechnological 
products manufactured according to Good Manufacturing Procedures; ICH Q5A [26], ICH Q5B [27], ICH Q5D [28], ICH Q5E [29], ICH Q7 [30].
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cell bank system ensures that an identical population 
of cells is always preserved, which is the key element 
allowing for the creation of homogeneous biotechno-
logy products. Properly prepared, described, stored and 
characterized cell bank, additionally processed in safe, 
controlled and monitored conditions, always ensures 
the same origin of source material used in the entire 
technological process. Cell banks should be created in 
accordance with the principles of GMP (Good Manu-
facturing Practice). The GMP principles ensure high 
quality and purity of materials used for production, 
as well as full control over the method and place of 
manufacture. The application of these rules increases 
the level of safety for the manufactured biotechnolo-
gical products, as it allows for the full reproduction of 
each stage of the technological process [17, 25].
The bacterial cell bank used for the production of 
plasmid vectors was described as a homogeneous (fully 
defined) suspension of starting bacterial cells, separa-
ted into individual containers in a single operation, co-
-processed, in such a way that their stability, purity and 
identicality are ensured. It should be stored under stric-
tly defined conditions, e.g. at –70°C or below. Depen-
ding on the type of organism used, various methods 
of cell storage are acceptable, but they should always 
ensure the adequate level of cell viability over a  long 
period of storage [19]. 
Manufacturers can prepare their own cell banks 
in accordance with the GMP requirements, or obtain 
them from external sources. Then they are responsible 
for ensuring the quality of each cell bank, by conducting 
examination of each of them, regardless of their source.
According to the guidelines contained in ICH Q5D 
[28], it is possible to create a two- or one-level cell 
bank system. Before the production of a biopharma-
ceutical, two types of cell banks are established, refer-
red to as respectively: the Master Cell Bank (MCB), 
and the Working Cell Bank (WCB), also referred to 
by manufacturers as MWCB (Manufacturer’s Working 
Cell Bank) [25 , 64, 66]. The master cell bank is establi-
shed first, directly from a single well-isolated bacterial 
colony, obtained after transformation of the bacterial 
strain with an expression vector selected on a medium 
supplemented with an antibiotic. The resulting bac-
terial culture is mixed with a protective agent (e.g. 
a  cryoprotectant), it is portioned and frozen in vials 
for deep-freezing. The MCB should contain in appro-
priate number of vials with frozen cultures, so as to 
ensure a sufficient amount of homogeneous starting 
material for the entire production process. Every pre-
caution should be taken during the formation of the 
MCB to avoid cross-contamination with other biologi-
cal material [74]. It should also be noted that the MCB 
should first be fully characterized before it can be used 
to create a WCB. 
Next, basing on one or multiple vials from the MCB, 
the WCB, constituting direct material used for protein 
production in bioreactors, is established [10]. If more 
than one vial from the WCB is used for fermentation, 
the cell suspension (so-called inoculum) for inocula-
ting the production bioreactor should be prepared in 
such a way that allows for obtaining a homogeneous 
biological material. 
ICH Q5D guidelines indicate that MCB and WCB 
cell banks may differ from each other in certain factors, 
such as the components of culture substrates and con-
ditions of culture cultivation. Similarly, the conditions 
used in the preparation of MCB and WCB may differ 
from those used directly during protein production in 
bioreactors. However, as long as these changes do not 
affect the expression level of the recombinant protein, 
they are acceptable. 
Approximately 100 MCB vials and 100–500 WCB 
vials are routinely prepared in the production process 
[66] (Fig. 2). The ICH guidelines also allow the possi-
bility of creating a production system based only on 
a  newly established MCB, in the case when a small 
number of frozen portions (vials) is necessary to pro-
duce the desired product in each production cycle [9]. 
In some cases, apart from MCB/WCB, establishment 
of separate banks is also required: one for the host cells 
themselves (bacterial strain without plasmid) and the 
other one for the DNA of the expression vector alone 
(pDNA frozen in a buffer allowing long-term storage 
of the material without degradation of its structure, e.g. 
in TE buffer). For research purposes, in order to deve-
lop individual stages of “their own” technology and its 
optimization, the manufacturer can also set up a rese-
arch cell bank (RCB).
Each manufacturer, after establishing a system of 
cell banks, must develop full documentation confir-
ming each stage of production. It should contain the 
history of the host strain culture, the method of iso-
lating the strain, description of all genetic manipula-
tions, the method of bacterial vector introduction, the 
method of selecting the chosen clone, reagents used for 
cell culturing and bank creation, the method of freezing 
and the number of cell passages. Next, the following 
must be described in detail: type of bank system applied 
(one or two levels), specification of the bank size (num-
ber of prepared vials), method of vial closure (whether 
vial caps with internal or external thread were used), 
method used to prepare a bank/banks, including the 
type of means used to freeze cells and the conditions 
of vial storage. The manufacturer must implement pro-
cedures developed to avoid microbial contamination 
and cross-contamination of the prepared bank with 
other cell types present in the laboratory and have 
a register system for each individual vial of the bank. 
The documentation should include a description of 
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the labelling system and the type of labels used, which 
must withstand the storage process without losing the 
information contained. Each bank vial should be label-
led with the strain name, date of production, its code 
and number [74]. 
In order to ensure continuous, uninterrupted pro-
duction of biopharmaceuticals, the manufacturer 
should carefully consider all measures which ought to 
be taken to protect production from unplanned events 
such as fires, power outages or human error. Cell banks 
should be stored under strict conditions which allow 
long-term stability of the strain producing the recom-
binant protein (for example: at –70°C or at ultra-low 
temperature – liquid nitrogen). Stability of the strain 
under storage conditions should be checked by deter-
mining its survivability (details – point 4.1). It is also 
recommended that the cell banks used in production 
be stored in two or more sites within a given facility or 
in centres distanced from each other, in order to avoid 
possible losses in the case of a fortuitous event, natural 
disaster or failure within the factory. All stored conta-
iners should be treated identically, and, when removed 
from the frozen bank once, a vial is not allowed to be 
redeposited again. According to ICH guidelines, access 
to cell banks should be limited and fully controlled. 
A register of the location, identity and inventory of each 
individual vial with the production strain should be 
kept [66]. Both banks (MCB and WCB) should be kept 
under identical conditions.
4. Cell banks characterization 
According to the guidelines contained in ICH Q5D 
[28] and the Polish Pharmacopoeia [19], each new 
MCB and WCB batch should first be fully charac-
terized before being allowed to enter further stages 
of the production of recombinant proteins [7]. Due to 
the fact that all WCB banks are established with well- 
characterized MCBs, they can be tested in a more 
limited way, focusing mainly on the study of microbial 
contaminants that could have taken place during the 
preparation of vials with the production strain. The 
newly formed MCB is usually tested only once [10, 66]. 
Each of the cell banks, prior to conducting all the tests, 
holds the status – “in quarantine”. Only after obtaining 
appropriate results is it allowed to enter further stages 
of the manufacturing process.
The selected testing strategy (the type of methods 
used to test banks) depends on the type of bank, type 
of strain and the Manufacturer themselves. One or 
more of the cell banks (MCB or WCB) should always 
be fully characterized. If it is impossible to accurately 
characterize the output bank, one can perform deta-
iled characterisation of each newly created batch of the 
WCBs. The scheme of basic parameters which should 
be determined for individual MCB and WCB cell 
banks in accordance with the Polish Pharmacopoeia is 
presented in Table I. However, these are only general 
guidelines. The manufacturer must develop individual 
Fig. 2. The main procedure for bacterial cell bank establishing.
The Master Cell Bank (MCB) must be established first, from a single, well-selected bacterial colony obtained after transformation of bacterial strain 
with expression vector. Subsequently, Working Cell Bank (WCB) must be established from a single vial from MCB. Both Cell Banks must be charac-
terised before admission to subsequent stages of recombinant protein production (determination of features and purity of the strain). The picture was 
modified, based on [66].
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analytical methods for the characterization of cell 
banks. The Polish Pharmacopoeia indicates that the 
host strain should also be characterized.
4.1. Conformation of identity (properties)
 of the bacterial strain
The manufacturer should confirm the identity/pro-
perties of the bacterial strain deposited in the cell bank 
by performing a series of determinations described 
below. They must also demonstrate that the bacterial 
strain from the cell bank has identical properties to the 
host strain used.
Determination of the viability of the bacterial strain 
Determination of the viability of the bacterial strain 
should be carried out by plating an appropriate dilution 
of liquid bacterial cell suspensions on a non-selective 
medium and counting single bacterial colonies which 
have grown, and then determining the number of 
colony forming units (cfu/ml) [70]. The obtained result 
should be compared with the number of bacteria deter-
mined before the strain was frozen. This allows for con-
firming the correctness of the selection of the freezing 
method [10, 41].
Determination of the characteristics
of the bacterial strain
 The selection of tests used to characterize the strain 
from cell banks depends on the type of host used to 
produce a recombinant protein. The analysis should be 
designed in such a way that the identity of the strain 
at the level of genera or species could be confirmed. 
The tests can be carried out on three levels: phenoty-
pic analyses, proteomics analyses or genetic analyses 
(Table II). The following are examples of test methods 
which a  Manufacturer can use to characterize their 
microbial cell bank:
a) phenotypic methods – allow for determining the 
phenotypic features of a bacteria cells and identi-
fying the microorganism as belonging to a genus 
and sometimes a species, based on a small number 
of observations [63]. The manufacturer may choose 
the following methods:
● biochemical tests – based on the ability of micro-
organisms to carry out specific biochemical reac-
tions. The following systems can be used: API/
ID32, BBL Crystal, Biolog Microbial, VITEK2 or 
BD Phoenix. These methods yield the so-called 
“metabolic fingerprint” of the selected micro-
organism [61, 73]; 
● fatty acid methyl ester profile (FA) – by means of 
high-resolution gas chromatography, the charac-
teristic amount and pattern of fatty acid methyl 
esters is determined [54]. The composition of 
fatty acids of individual microorganisms is stable 
and shows a high degree of homology in a given 
taxonomic group [61].
b) proteomics methods: 
● Fourier transform infrared spectrometry (FTIR) 
– it is an easy and safe method for identifying 
bacteria, consisting in the creation of characteri-
stic spectra depending on the type and amount 
of bacterial cellular components, such as: fatty 
acids, membrane proteins, polysaccharides, nuc-
leic acids or intracellular proteins [82]; 
Table I
The characteristic of bacterial cell banks
Test Host train MCB WCB
“+” – means the necessity of performing the test for the bank 
“–” – means the test is not required for the bank
The tests required on each stage of manufacturing in reference to host strain, master cell bank (MCB)
and working cell bank (WCB) (acc. to Polish Pharmacopea, XI-th ed. (2017) [19]).
Identity and purity
Viability + + +
Bacterial strain characteristic + + –
Genotyping/phenotyping + + –
Plasmid presence:
  ● plasmid DNA sequencing – + –
  ● copy number  – + +
  ● restriction map – + +
 ● the percentage of cells maintaining the plasmid – + +
Adventitious agents
Purity by plating + + +
Presence of bacteriophages + + – 
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● mass spectrometry – MALDI-TOF MS (Matrix 
Assisted Laser Desorption/Ionization Time-of-
-Flight Mass Spectrometry) – this method is fast 
and very sensitive. It allows for obtaining spectra 
characteristic of individual species directly from 
bacterial cells and their lysates. The identification 
of bacteria with this method is not affected by the 
conditions and time of strain culturing [69]. 
c) genetic methods – they allow for characterizing a 
strain, based on the determination of its specific 
genotypic characteristics. Genetic analysis is a less 
subjective method, less dependent on culture con-
ditions and more reliable in relation to phenotypic 
assessment, as the DNA sequence of particular genes 
is conserved in species [61]. Among the examples 
of genetic methods used to identify bacteria one can 
distinguish:
● MicroSeq ID system – it allows identification of 
the species/genus of a bacterium, based on the 
nucleotide sequence analysis of the first 500 bp of 
highly conservative DNA regions encoding 16S 
rRNA (16S ribosomal RNA – a small subunit of 
ribosomes in prokaryotes). In order to identify 
a microorganism, the obtained nucleotide sequ-
ence of the gene is compared to the sequences 
available in the database [73]. In bacteria of one 
species/genus, there occur the same conservative 
regions, which makes it possible to determine 
the relationship of bacteria and then assign them 
to a specific taxonomic unit. For closely related 
bacteria, the analysis of the entire gene sequence 
can be used to obtain a reliable identification 
result (1500 bp);
● RiboPrinter system – an automated system of the 
“Southern Blot” type using fluorescently labelled 
ssDNA sequences (probes) specific only to the 
DNA sequence encoding: 5S rRNA, 16S rRNA, 
23S rRNA, regions between these genes, as well 
as genes located on both sides (the so-called 
Ribotyping). The characteristic pattern of DNA 
fragments (for a given microorganism) obtained 
after hybridization is compared to the patterns 
available in databases. It is a fast, reproducible 
and specific method for a wide range of bacterial 
species [31];
Table II
The examples of methods which might be performer in order to characterise bacterial strains for cell bank based on [61]
Method System Manufacturer No. of identified strains (the size of the database)
Phenotypic methods
Biochemical tests API or ID32 bioMerieux, France 822 strains of bacteria and yeast, including 32 newly
   identified and 67 with new name assigned [2]
 BBL Crystal Becton Dickinson, USA > 500 taxons [5]
 Biolog Microbial ID  Biolog, USA > 2900 species of aerobic and anaerobic bacteria,
   yeast and fungi [8]
 Vitek 2 Compact bioMerieux, France > 553 different taxons [76]
 BD Phoenix  Becton Dickinson, USA 319 taxons [6]
Analysis of fatty Sherlock Microbial MIDI, USA > 2500 species: including 960 environment isolated species,
acid methyl esters Identification  593 clinical species, 42 actinomycetes species, 
 System (MIDI)  31 species of Mycobacterium, 895 species of anaerobic 
   icroorganisms and 216 species of yeast [67]
Proteomic methods
MALDI TOF MALDI Biotyper Bruker Daltonik, > 2750 species, including 471 species of bacteria,
  Germany  152 species of fungi and 164 Mycobacterium species [46]
 Vitek MS BioMerieux, France 1316 species, 217 new species of bacteria
   (including 40 anaerobic and 55 of fungi) [77]
FTIR Spectroscopy  FTIR Biotyper Bruker Daltonik, > 6534 spectrum for yeast, bacteria from genus: Bacillus,
  Germany Pseudomonas, Enterobacteriaceae, lactic acid bacteria and
   acetic acid bacteria, Listeria, Bifidobacterium, Clostridium,
   Micrococcus and gram-positive bacteria and anaerobic 
   bacteria [22]
Genetic methods
Nucleic acid analysis MicroSeq Microbial Thermo Fisher Scientific, > 2300 species of bacteria and 1100 species of fungi [50]
 Identification System USA
Rybotyping RiboPrinter System DuPont Nutrition > 6900 patterns for microorganism, including 290 genus
  and Health, USA and 1400 species and serotypes which are key for dairy
   and pharmaceutical industry [58]
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● multiplex PCR – a genetic method based on the 
PCR technique in which a set of primers designed 
for specific fragments of the genes of genomic 
DNA, occurring exclusively in individual bacte-
rial species, is used. In the course of electropho-
retic separation in agarose gel, an appropriate 
“DNA fragment pattern” is obtained, characteri-
stic of individual species [24].
Confirmation of the structure and stability
of the expression vector in the bacterial strain 
Transformation of the host strain with an expression 
vector encoding a given recombinant protein causes 
a number of physiological loads on the cell, which may 
directly translate into plasmid stability. The instability 
of the plasmid in the strain may be due to two main 
reasons: the structural instability of the plasmid caused 
by changes within the DNA sequence (point mutations, 
deletions, insertions or other) or segregation instability 
caused by defective separation of plasmids to daughter 
cells after cell division [68] .
Among the factors affecting the structural stabi-
lity of the plasmid, we can distinguish: the size of the 
plasmid, the presence of polyA sequence in its struc-
ture, sequence repetition (DR – direct repeat), inverted 
repetition sequences (IR – inverted repeat), insertion 
sequences (IS), as well as environmental stresses, such 
as: antibiotic concentration, type of culture medium, 
cultivation temperature or oxygen concentration in the 
medium [68]. In contrast, segregation instability of the 
plasmid is related to the metabolic load of the bacterial 
strain during protein production in the fermentation 
process. Increased expression of a recombinant protein 
can block the segregation of plasmid molecules, as well 
as reduce the ability of bacterial systems to repair errors 
created during replication in plasmid DNA. Second, 
there is a lower growth rate of cells carrying the pla-
smid compared to cells lacking plasmids [80]. Another 
well-known cause of the segregation of plasmids is the 
accumulation of plasmid multimers, which might inter-
fere with their segregation, increasing the likelihood of 
plasmid loss by the cells. Although multimers do not 
appear frequently, they accumulate quickly in cells, and 
plasmid-free cells multiply in large numbers [4, 72]. The 
selected fermentation method in the process of produ-
cing the recombinant protein also affects the stability 
of the plasmid [68].
Other factors, such as the antibiotic resistance gene 
and the number of copies, may also influence the segre-
gation stability of the plasmid [68]. It is believed that 
plasmids with high copy numbers burden the metabo-
lism of the host strain, resulting in decreased protein 
production and cell growth rate [34]. 
In summary, for the production of recombinant 
proteins in prokaryotic systems, the key aspect is the 
selection of a vector with an appropriate structure and 
its stability in the bacterial strain. Instability of the 
vector is the main problem during the production of 
protein in bioreactors: it causes reduced efficiency of 
protein production (appearance of vector-free cells in 
culture, which can quickly gain an advantage in a mixed 
population), and as a consequence increases manufac-
turing process costs [7, 80]. A stable plasmid enables 
constant expression of the target product [43]. Accor-
ding to the Polish Pharmacopoeia [19], when working 
with an expression vector, the structural stability of the 
plasmid should be verified at a specific time interval 
by sequencing the entire nucleotide sequence of the 
plasmid, as well as subjecting the plasmid DNA to the 
action of restriction endonucleases. Analyses should be 
performed with sufficient resolution to check whether 
the plasmid structure remains unchanged in bacterial 
cells [68]. In order to confirm the presence and to study 
the stability of the plasmid, the Manufacturer may use 
the following methods:
● indication of the plasmid copy number: it must 
be demonstrated that the number of copies of 
the recombinant plasmid per chromosome is 
unchanged in the host cells, regardless of the 
culture conditions. For this analysis, a reliable 
method is needed to quantify the number of 
copies, which Real-time PCR is [43]; 
● sequencing of plasmid DNA: confirmation of the 
entire nucleotide sequence of the expression vec-
tor using specific primers;
● creating a restrictive map of the vector: applying 
restrictive endonucleases to the pDNA vector 
(restrictive enzymes) is recommended in order 
to confirm the correctness of the structure of the 
plasmid present in the cells. Restriction enzymes 
should be chosen in such a way that the obtained 
sizes of DNA fragments are easy to observe after 
their impact on plasmid DNA (e.g. after visuali-
zation of the electrophoresis in agarose gel) and 
representative (characteristic of a given vector);
● Determination of the segregation stability of the 
vector (percentage of cells carrying the plasmid 
in the entire pool of cells): determination of the 
percentage of bacterial cells that maintain the 
expression vector across consecutive generations 
of bacterial cultures cultivated for four days on 
minimum medium in two variants: with and 
without antibiotic pressure. The ratio (expressed 
as percentage points) of the number of antibio-
tic-resistant cells to the number of cells present 
in the entire population allows for determining 
vector stability. At the same time, it is recom-
mended that the expression level of the recom-
binant protein be determined through SDS-
-PAGE separation (electrophoresis of proteins 
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under denaturing conditions) of bacterial culture 
samples collected after each passage (the amino 
acid sequence of the produced protein is not ana-
lysed) [13, 68]. 
4.2. Confirmation of the purity of the bacterial strain
The critical element in the formation of cell banks is 
their purity (so-called uniformity of the strain) under-
stood as a microbiological monoculture. According to 
the Polish Pharmacopoeia, it is a determination of the 
presence of extrinsic factors and endogenous viruses. 
ICH Q5D indicates that while developing methods to 
assess the purity of the strain deposited in the bank, the 
Manufacturer may resort to the literature data. When 
selecting the analysis, one should consider what other 
microorganisms are being used in a given entity and 
what materials are used to work with them. Critical 
points should also be determined when preparing 
banks in which cross-contamination with heterolo-
gous biological material (bacteria, fungi, yeast or bac-
teriophages) may occur. The choice of methods should 
be aimed at the detection of possible contaminations, 
without the necessity to identify them [10]. According 
to the Polish Pharmacopoeia [19], the manufacturer 
should confirm the purity of the strain on two levels: 
● the presence of microbial contaminants with the 
method of inoculating the medium – the evalu-
ation of purity can be carried out by plating the 
strain on different non-selective media to detect 
potential cross contamination (the incubation 
conditions should be selected based on the type of 
microorganisms that may contaminate the target 
strain). Examples of media used for the selection 
of impurities are: TSA – Tryptic Soy Agar or SDA 
–  Sabouraud Agar. The manufacturer may also 
perform a microscopic analysis of the material 
under test [55];
● presence of strain contamination with bacterio-
phages/prophages – bacteriophages can infect 
host’s bacterial cells causing their lysis (lytic cycle) 
or join their genome and undergo the so-called 
lysogenic cycle (prophages) [61]. Infection of 
bacterial cells with phages is very dangerous for 
the production process, especially when cultu-
ring is carried out on a large scale in bioreactors. 
This leads to inhibiting bacterial growth, follo-
wed by cell lysis and, consequently, large losses 
during the production process. If a bacteriophage 
contaminates a culture in a bioreactor, it may 
potentially spread throughout the unit (e.g. the 
production room) and persist there for a long 
period of time (depending on the properties of 
the bacteriophage itself). The process of decon-
tamination of rooms and equipment is difficult 
and complicated. Problems caused by phages may 
occur suddenly and even recur several months 
after primary infection [44, 47]. In addition, it is 
known that lysogenised strains (i.e. ones carrying 
integrated prophages) may show slower growth 
rate relative to their non-lysogenic counterparts, 
and the efficiency of bioproduct synthesis in 
these strains is much lower [33]. Therefore, the 
analysis of the microbiological purity of the bank 
before starting the production process is a very 
important aspect. In order to check the possible 
presence of bacteriophages in the strain, one can 
employ the standard method of bilayer plates 
[1] and the method of prophage induction with 
UV/mitomycin C (these are factors inducing pro-
phage transition from the lysogenic into the lytic 
cycle [53]). The second method allows for detec-
ting the presence of potential prophages in the 
strain genome. As a useful approach to the iden-
tification of lysogenic strains, the PCR method 
using primers specific for the gene encoding 
phage integrase can also be used. This method 
allows for confirming the presence of the target 
phage sequence in the strain genome [48, 52].
MCB and WCB cell banks, in order to be permit-
ted to produce biopharmaceuticals, must be first fully 
tested and characterized. They should be free from any 
cross-infection with other bacteria, fungi or bacterio-
phages/prophages. In order for large-scale produc-
tion of recombinant protein to be feasible and cost-
-effective for the manufacturer, the expression vector 
must remain stable in the selected production strain 
for approximately 80 generations without antibiotic 
pressure. In addition, the analysis of the recombinant 
pDNA ensures that the correct nucleotide sequence 
encoding the protein has been introduced into the host 
strain and will be maintained during culture cultivation 
throughout the production process.
5. Summary
One of the reasons for the rapid development of the 
pharmaceutical market is the growing number of deve-
loped technologies for the production of biopharma-
ceuticals. A large part of the produced proteins with 
therapeutic properties is currently derived from bac-
terial expression systems. In order to ensure a uniform 
starting material for the entire technological process, 
it is necessary to establish cell banks with appropriate 
quality standards. The Master Cell Bank (MCB) is cre-
ated first under well-defined conditions based on the 
procedures described in detail, from a single well-selec-
ted and characterized bacterial colony. The Working 
Cell Bank (WCB) is prepared as a second step from 
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one or several MCB vials. These banks must be cha-
racterized with regard to the properties of the strain 
and must be free of any cross-contamination that may 
have occurred during their manufacture. A well-deve-
loped system for the establishment and characterisa-
tion of MCB/WCB is crucial for subsequent phases of 
developing a biotechnological product, and then for 
its approval by appropriate authorities responsible 
for the registration of medicinal product, such as EMA 
or FDA. For the needs of the manufacturing process 
(proprietary “know-how”), a potential Manufacturer 
themselves must appropriately choose a set of methods 
and procedures necessary to operate the banks.
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Streszczenie: Szybki rozwój rynku farmaceutycznego w zakresie biofarmaceutyków jest powiązany z rosnącą liczbą i dostępnością opra-
cowanych technologii ich wytwarzania. Jednym z podstawowych sposobów produkowania białek o właściwościach terapeutycznych jest 
wykorzystywanie bakteryjnych systemów ekspresyjnych. W celu zapewnienia jednolitego materiału wyjściowego dla całego procesu techno-
logicznego konieczne jest założenie banków komórek z zachowaniem odpowiednich standardów jakościowych. Macierzysty bank komórek 
(MCB – Master Cell Bank) tworzony jest jako pierwszy w ściśle określonych warunkach na podstawie szczegółowo opisanych procedur, 
z pojedynczej dobrze wyselekcjonowanej i scharakteryzowanej kolonii bakteryjnej. Roboczy bank komórek (WCB – Working Cell Bank) 
przygotowywany jest w drugiej kolejności, z jednej lub kilku probówek MCB. Banki te muszą być scharakteryzowane pod względem właści-
wości szczepu bakteryjnego oraz być wolne od zakażeń krzyżowych. W poniższej pracy nakreślono podstawowe założenia oraz wskazano na 
dobre praktyki mające na celu przygotowanie banku komórek zapewniającego stabilną i powtarzalną produkcję biofarmaceutyku. 
1. Wprowadzenie. 2. Prokariotyczne systemy ekspresyjne. 3. System banków komórek. 4. Charakterystyka banków komórek. 4.1. Potwier-
dzenia tożsamości (właściwości) szczepu bakteryjnego. 4.2. Potwierdzenie czystości szczepu bakteryjnego. 5. Podsumowanie
CELL BANKS PREPARATION IN BIOPHARMACEUTICALS PRODUCTION
Abstract: The fast development of biopharmaceutical market is correlated with the growing number and availability of technologies for 
production of so called biodrugs. One of the main procedures for therapeutic protein production is based on bacterial expression systems. 
In order to maintain a constant quality and homogeneity of initial inoculum the cell bank must be created while maintaining quality 
standards. The first step should be the establishing of Master Cell Bank (MCB) which must be performed in laboratory meeting high qual-
ity standards and according to well described main procedures. MCB should be started from a single well characterised bacterial colony. 
Working Cell Bank (WCB) is usually prepared as a second step from one or few vials deposited in MCB. WCB must be characterised for 
bacterial strain homology and free of any biological cross contamination. This paper describes main requirements and good practises 
for preparation of cell bank suitable for constant and reproducible production of biopharmaceuticals.
1. Introduction. 2. Prokaryotic expression system. 3. Cell banking system. 4. Cell banks characterization. 4.1. Conformation of identity 
(properties) of the bacterial strain. 4.2. Confirmation of the purity of the bacterial strain. 5. Summary
Słowa kluczowe: banki komórek, białka rekombinowane, biofaramaceutyki, MCB, system ekspresyjny, WCB 
Key words: cell banks, recombinant proteins, biopharmaceuticals, MCB, expression system, WCB
1. Wprowadzenie
Na rynku farmaceutycznym możemy wyróżnić leki 
tradycyjne, otrzymywane w wyniku procesów chemicz-
nych oraz te, które wytwarzane są z wykorzystaniem 
technik inżynierii genetycznej przez żywe komórki, 
takie jak bakterie, grzyby, rośliny czy komórki ssacze 
[37]. Pojawienie się technologii rekombinacji DNA 
(rDNA) i jej zastosowanie w przemyśle farmaceutycz-
nym przyniosło szybki rozwój wielu firm biotechnolo-
gicznych oraz wzrost dostępności biofarmaceutyków, 
będących białkami rekombinowanymi o właściwościach 
terapeutycznych. Umożliwiło to masową produkcję bez-
piecznych i skutecznych leków. Obecnie wiele schorzeń 
leczonych jest przy pomocy biofarmaceutyków wytwo-
rzonych techniką rekombinacji DNA [7, 65]. 
Produkcja biofarmaceutyków jest ściśle regulo-
wana przez międzynarodowe wytyczne określające 
sposoby postępowania w czasie ich wytwarzania. Cały 
proces technologiczny jak: wybór sytemu ekspresyj-
nego, hodowla komórek, tworzenie banków komórek, 
produkcja, izolacja i oczyszczanie białka, charaktery-
styka substancji, ostateczne wytworzenie formy pro-
duktu leczniczego i dopuszczenie go do obrotu podlega 
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rygorystycznym kontrolom przez międzynarodowe 
organy regulacyjne, takie jak: Agencję Żyw ności i Le- 
ków – FDA (The United State Food and drug Admi-
nistration), Europejską Agencję Leków – EMA (Euro-
pean Medicines Agency), Europejski Dyrektoriat Jako-
ści Leków i  Ochrony Zdrowia – EDQM (European 
Directorate for the Quality of Medicines and Health 
Care) oraz Światową Organizację Zdrowia –  WHO 
(World Health Organization). Organy te zapewniają 
koordynację oceny i nadzoru nad dopuszczeniem do 
obrotu produktów leczniczych stosowanych u  ludzi 
i do celów weterynaryjnych na całym terytorium Unii 
Europejskiej (EMA) oraz Stanów Zjednoczonych 
(FDA). Przepisy te nakazują wytwórcom przestrzega-
nie licznych procedur podczas całego procesu produk-
cji i  informowanie pacjentów o istniejących zagroże-
niach związanych z zastosowaniem danego produktu 
leczniczego [11]. EDQM zajmuje się natomiast kon- 
trolą jakości produktów leczniczych i produktów wete-
rynaryjnych dopuszczonych już do obrotu na terenie 
Unii Europejskiej.
Pierwszym biofarmaceutykiem wytworzonym tech-
niką rDNA w systemie prokariotycznym dopuszczo-
nym do obrotu w 1982 roku była insulina ludzka [32]. 
Inne naturalne białka, tj.: hormony oraz cytokiny należą 
do dziewięciu kolejnych typów leków zatwierdzonych 
do użycia przez FDA w latach 80.  XX wieku. Obec-
nie w medycynie stosuje się wiele rekombinowanych 
biofarmaceutyków do leczenia schorzeń tj.: zaburzeń 
metabolicznych (np. cukrzyca typu 1, cukrzyca typu 2, 
otyłość lub hipoglikemia), zaburzeń hematologicznych 
(np. niedokrwistość i przewlekła choroba nerek, hemo-
filia  A, skaza krwotoczna związana z zaburzeniami 
krzepnięcia krwi) i w onkologii (np. terapie czerniaka, 
raka piersi lub raka jelita grubego). W latach 2010–2014 
biofarmaceutyki dopuszczone do obrotu to głównie 
przeciwciała monoklonalne (31% całkowitej liczby 
wytworzonych) i leki o właściwościach przeciwnowo-
tworowych (16%) [61].
Kluczowym etapem podczas wytwarzania biofar-
maceutyków jest wybór odpowiedniego układu eks-
presyjnego tzn. szczepu gospodarza i wektora ekspre-
syjnego. Zgodnie z rozporządzeniem Ministra Zdrowia 
w  sprawie wymagań Dobrej Praktyki Wytwarzania 
z  2008  roku (Dz. U. nr 184 poz. 1143) wytwarzanie 
produktów leczniczych uzyskanych z  hodowli drob-
noustrojów powinno być oparte o system banków 
komórek zapewniający zapobieganie niepożądanym 
zmianom właściwości bakterii, mogącym wynikać 
z powtarzających się pasaży komórek [60]. Przy pro-
dukcji białek rekombinowanych w różnych systemach 
ekspresyjnych nie stosuje się utrzymywania hodowli 
w sposób ciągły przez dłuższy okres czasu. Banki komó-
rek mają na celu zapewnienie tego samego materiału 
wyjściowego dla całego procesu wytwarzania [10, 21].
W pracy zostaną nakreślone podstawowe założe- 
nia oraz wskazówki Dobrej Praktyki Wytwarzania 
mające na celu przygotowanie banków komórek za- 
pewniających stabilną i powtarzalną produkcję biofar-
maceutyków. Potencjalny Wytwórca sam musi odpo-
wiednio dobrać zestaw metod niezbędnych do opracowa- 
nia i  scharakteryzowania banków oraz opracować 
stosowne procedury na potrzeby własnego procesu 
wytwarzania. Jest to obszar indywidualnego „know-
-how”, który może być częścią zastrzeżonej i chronionej 
technologii. Omówione zostaną przykłady podstawo- 
wych prokariotycznych systemów ekspresyjnych oraz 
generalne zasady wytwarzania bakteryjnych banków 
komórek (Microbial Cell Banks).
2. Prokariotyczne systemy ekspresyjne
Większość białek rekombinowanych jest produ-
kowanych obecnie na drodze inżynierii genetycznej 
z  wykorzystaniem różnych systemów ekspresyjnych: 
rekombinowanych szczepów prokariotycznych, euka-
riotycznych (np. linie komórkowe oraz drożdże), roślin 
lub organizmów transgenicznych. Systemy te są łatwo 
dostępne, bezpieczne i dają możliwość zmian sekwencji 
aminokwasowej białek w celu lepszego dostosowania 
końcowego produktu do pełnionej przez niego funkcji 
w organizmie. Wybór odpowiedniego układu ekspre-
syjnego (gospodarz i wektor) jest kluczowym krokiem 
podczas wytwarzania biofarmaceutyków. 
Cechami przemawiającymi za stosowaniem drobno-
ustrojów do produkcji białek rekombinowanych jest ich 
różnorodność, potencjał metaboliczny i możliwość ada-
ptacji do różnych warunków środowiskowych [12]. Naj-
częściej wybierane są bakterie, a zwłaszcza Escherichia 
coli. Wykorzystanie bakterii jest opłacalne ze względu 
na niskie koszty produkcji, łatwą manipulację w geno-
mie, szybkie tempo wzrostu oraz możliwość wykorzy-
stania wielu metod molekularnych umożliwiających 
pracę z nimi na poziomie komórkowym i molekular-
nym. Bakterie są idealne do produkcji białek o małej 
masie cząsteczkowej, które nie wymagają modyfikacji 
potranslacyjnych [37].
Bakterie z gatunku E. coli są najczęściej preferowa-
nymi drobnoustrojami wykorzystywanymi do produk-
cji białek na dużą skalę ze względu na dobrze poznaną 
sekwencję genomu, najlepiej zdefiniowany układ 
transkrypcyjny i translacyjny, duży wybór opisanych 
promotorów, łatwość manipulacji genetycznych oraz 
dobrze poznane ścieżki metabolizmu i jego regulacji 
[23, 36]. Około 30% białek o właściwościach terapeu-
tycznych zatwierdzonych do użycia przez FDA wytwa-
rzane jest właśnie w tym gospodarzu [3]. W szczepach 
E. coli można uzyskać wysoki poziom ekspresji białek 
poprzez zastosowanie silnych promotorów. Ponadto, 
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E. coli może akumulować białka rekombinowane 
w ilości do 80% swojej suchej masy oraz charaktery-
zuje się zdolnoś cią przeżycia w różnych warunkach 
środowis kowych [15]. Bakterie te namnażają się szybko 
na stosunkowo tanich podłożach, a proces syntezy bia-
łek rekombinowanych na dużą skalę w bioreaktorach 
został dobrze poznany i opisany [59]. Obecnie ruty-
nowo w produkcji stosuje się szczep E. coli K-12 i jego 
pochodne [49, 75]. Pomimo wykorzystania szczepów 
E. coli jako systemu pierwszego wyboru, drobnoustroje 
te nie są pozbawione wad mających wpływ na procesy 
produkcyjne. Bakterie E. coli posiadają lipopolisacharyd 
(LPS, będący endotoksyną), przez co białka produko-
wane w tym systemie muszą być specjalnie oczyszczane, 
by mogły być użyte do wytwarzania biofarmaceutyków 
stosowanych w terapii ludzi i zwierząt [78]. Endotok-
syny bakteryjne po dostaniu się do krwioobiegu mogą 
wywołać gorączkę, niedociśnienie, niewydolność odde-
chową, wstrząs endotoksyczny i w ostateczności sepsę. 
Dlatego opracowano wiele metod pozwalających na 
usunięcie endotoksyn z preparatów białek rekombino-
wanych [45]. Dodatkowo nadekspresja białek rekom-
binowanych w  E. coli może prowadzić do tworzenia 
nieaktywnych, nierozpuszczalnych agregatów zwanych 
ciałkami inkluzyjnymi (IB – inclusion bodies). Jedną 
z dróg, aby uniknąć lub zmniejszyć produkcję IB jest 
obniżenie temperatury lub taka zmiana warunków 
hodowli, która spowoduje zarówno wzrost ekspresji 
białka jak i wpłynie na jego rozpuszczalność [23]. 
Pierwszym biofarmaceutykiem wyprodukowa-
nym na drodze inżynierii genetycznej w E. coli była 
ludzka insulina. Dokonał tego zespół Davida Goeddela 
(Genentech) w 1978 roku. Następnie firmy Genentech 
i Lilly podpisały umowę o komercjalizacji rekombino-
wanej insuliny, która w 1982 r. została dopuszczona 
do obrotu przez FDA. Były to preparaty Humulin  R 
(insulina szybkodziałająca) i Humulin N (NPH, insu-
lina o pośrednim tempie działania) [32, 56]. Większość 
rekombinowanych białek o właściwościach terapeu-
tycznych wytwarzanych w systemie E. coli jest wyko-
rzystywanych w leczeniu chorób zakaźnych, grupy cho-
rób endokrynologicznych czy zaburzeń metabolicznych 
[20]. W komórkach E. coli z powodzeniem produkuje 
się: interferony (alfa-1, alfa-2a, alfa-2b i gamma-1b), 
albuminę ludzką, hormony (analogi insuliny, kalcy-
toninę, hormon przytarczyc, ludzki hormon wzrostu, 
glukagon, somatropinę), interleukiny 11 i 2, TNF-alpha 
(tumor necrosis factor, czynnik martwicy nowotworu), 
G-CSF (granulocyte-macrophage colony stimulating 
factor, czynnik stymulujący tworzenie kolonii granu-
locytów i makrofagów), aktywator plazminogenu [20] 
i wiele rekombinowanych enzymów wykorzystywanych 
w diagnostyce i biologii molekularnej [37]. 
Oprócz szczepów E. coli, kolejne drobnoustroje 
wyka zują potencjał aplikacyjny jako „fabryki komór-
kowe” do produkcji białek rekombinowanych. Jed-
nym z nich jest Lactobacillus lactis należący do grupy 
probiotycznych bakterii o statusie GRAS (Generally 
Regarded as Safe) wywierających korzystny wpływ na 
zdrowie człowieka. Bakterie te nie produkują endotok-
syn, dzięki czemu mogą być stosowane do produkcji 
leków i  żywności [12]. Dodatkowo L. lactis ma zdol-
ność wydzielania wyprodukowanych białek do podłoża 
hodowlanego przez system sekrecyjny typu Sec [35]. 
W  szczepie tym wykorzystuje się różne promotory 
indukowane warunkami stresowymi środowiska, tj.: 
zmianami pH czy temperatury hodowli. Prawdopo-
dobnie najbardziej znanym przykładem jest promotor 
indukowany nizyną, który wraz z elementami regulato-
rowymi z operonu nis pochodzącego z L. lactis tworzy 
system ekspresyjny zwany NICE (the Nisin-Inducible 
Controlled gene Expression system) wykorzystany do 
produkcji lizostafyny i białek błonowych [51]. Kolej-
nym przykładem jest promotor P170 aktywowany 
przez spadek pH (poniżej wartości 6) podczas przejś-
cia komórek z wykładniczej w stacjonarną fazę wzro-
stu w hodowli prowadzonej z dodatkiem glukozy [51]. 
System ten ma znaczącą zaletę. Ulega samoindukcji 
poprzez gromadzący się w podłożu podczas wzrostu 
bakterii kwas mlekowy. W ten sposób system bazujący 
na promotorze P170 może być z łatwością wykorzy-
stany w produkcji [41]. W 2003 roku bakterie z gatunku 
L. lactis po raz pierwszy zostały wykorzystane do nad-
produkcji eukariotycznego białka błonowego –  ludz-
kiego receptora KDEL (endoplasmic reticulum protein 
retention receptor – receptor odpowiedzialny za inter-
akcję z białkami endoplazmatycznymi) bez tworzenia 
ciał inkluzyjnych [42].
Kolejnymi drobnoustrojami wykorzystywanymi 
w  produkcji białek rekombinowanych są bakterie 
z rodzaju Pseudomonas charakteryzujące się szybkim 
tempem wzrostu i zdolnością do sekrecji białek. Kilka 
szczepów jak P. fluorescens, P. aeruginosa czy P. putida 
są dobrą alternatywą dla systemów ekspresyjnych 
opartych o szczepy E. coli. Hodowla bakterii z rodzaju 
Pseudomonas w bioreaktorach nie wymaga tak ścisłej 
kontroli parametrów napowietrzania i stężenia cukru 
w podłożu, jak w przypadku E. coli, przy jednoczesnym 
zachowaniu dużej produkcji biomasy i wysokiej eks-
presji białka rekombinowanego [12]. U  P. aeruginosa 
do sekrecji białek z cytoplazmy na zewnątrz komórki 
wykorzystywany jest tzw. system sekrecji typu  III. 
Bakterie te wykorzystano do opracowania systemu 
ekspresyjnego, w którym 54 aminokwasowy peptyd 
sygnalny pochodzący z endotoksyny S (Exo S) połą-
czono z  produkowanym białkiem znajdującym się 
pod kontrolą indukowalnego promotora Ptac. System 
ten był aktywowany w komórce poprzez niedobór 
wapnia w  środowisku wzrostu bakterii uzyskiwany 
przez dodanie EGTA (związek chelatujący – kwas 
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etylenoglikol-O-O’-bis(2-aminoetyl)-N,N,N’,N’-tetra- 
octowy) do podłoża hodowlanego [16].
Bakterie Gram-dodatnie z rodzaju Bacillus są także 
wykorzystywane jako gospodarze do produkcji białek 
rekombinowanych. Zaletą tego gatunku jest brak LPS 
w strukturze ich osłon komórkowych, produkcja białek 
o statusie GRAS i wydzielanie białka bezpośrednio do 
pożywki hodowlanej oraz brak tworzenia ciał inklu-
zyjnych. Dwie ostatnie własności znacznie ułatwiają 
proces oczyszczania produktu białkowego. Z drugiej 
strony system oparty o bakterie z rodzaju Bacillus 
obarczony jest wadami tj.: (i) wytwarzanie dużych 
ilości komórkowych proteaz, które mogą degradować 
strukturę produkowanego białka; (ii) niestabilność pla-
zmidów w komórkach; (iii) trudność hodowli komórek 
do dużej gęstości [78]. Pomimo to, ze względu na roz-
liczne powyżej wymienione zalety, bakterie z rodzaju 
Bacillus są chętnie wykorzystywane w biotechnologii. 
Najczęściej wykorzystywane gatunki to: B. megaterium, 
B. subtilis oraz B. brevis, w których przykładowo wypro-
dukowano: amylazę, EGF (Epidermal Growth Factor 
–  czynnik wzrostu naskórka), interferony, lipazę  A, 
acylazę penicylinową, stafylokinazę, streptawidynę [15, 
75]. W celu wykorzystania bakterii z rodzaju Bacillus 
do produkcji białek rekombinowanych konstruuje się 
metodami inżynierii genetycznej szczepy posiadające 
stosunkową niską aktywność proteaz, niosące stabilne 
plazmidy i  zdolność wzrostu w różnych warunkach 
odżywczych. Pierwszym takim szczepem był skon-
struowany w 1984 roku B. subtilis z delecją genów aprA 
i nprE, kodujących proteazy [39]. Natomiast w innym 
szczepie B. megaterium zastosowano stabilny plazmid 
z  promotorem, pochodzącym z operonu związanego 
z  wykorzystaniem ksylozy, umożliwiającym wysoką 
ekspresję białek heterologicznych. Układ ten induko-
wany był 0,5% ksylozą, a blokowany obecnością glu-
kozy w podłożu [40].
Wiele innych drobnoustrojów jak: Streptomyces, 
Corynebacterium [12], Caulobacter, Methylobacterium, 
Anabaena czy Staphylococcus carnosus [75] jest także 
wykorzystywanych do produkcji białek rekombinowa-
nych w systemach prokariotycznych. 
Jednak jako organizmy prokariotyczne, powyżej opi-
sane drobnoustroje nie są wykorzystywane do syntezy 
białek o dużych masach cząsteczkowych lub pocho-
dzących z wyższych organizmów. Białka te wykazują 
bowiem często skomplikowaną budowę, wymagają 
obecności mostków disiarczkowych lub chaperonów 
komórkowych do uzyskania odpowiedniej konformacji 
[20]. Ponadto, wiele z tych białek wymaga po syntezie 
dodatkowych modyfikacji potranslacyjnych, które nie 
mogą być wykonane w organizmach prokariotycznych, 
np.: glikozylacji czy fosforylacji, a które są zasadniczą 
cechą wielu białek eukariotycznych [57]. Jednak niski 
koszt i łatwa hodowla bakterii jest niezrównaną prze-
wagą nad jakimkolwiek innym systemem ekspresji, 
a zatem mimo opisanych ograniczeń drobnoustroje są 
zawsze preferowanym wyborem zarówno w skali labo-
ratoryjnej jak i w skali przemysłowej [38]. Obecnie 
biofarmaceutyki wytwarzane techniką rekombinacji 
DNA pochodzące z prokariotycznych systemów ekspre-
syjnych stanowią 1/3 dostępnych leków sprzedawanych 
na rynku [37].
3. System banków komórek
Podczas wytwarzania biofarmaceutyków nie utrzy-
muje się hodowli bakteryjnej w sposób ciągły (pasażo-
wanie szczepu). Ciągłe pasażowanie jest niekorzystne, 
ze względu na ryzyko zanieczyszczenia szczepu pro-
dukcyjnego innym materiałem biologicznym obecnym 
w laboratorium oraz przede wszystkim ze względu na 
możliwość dryfu genetycznego (możliwość zajścia 
spontanicznej mutagenezy), co w konsekwencji może 
spowodować utratę stabilności genotypowej/fenoty- 
powej szczepu, a więc jego cech charakterystycznych 
[21, 66]. W celu uniknięcia tego zjawiska wytwarzany 
jest tzw. system banków komórek umożliwiający 
zapewnienia tego samego, niezmienionego materiału 
wyjściowego dla całego procesu wytwarzania [10, 21]. 
Tworzenie banków komórek zmniejsza koszty ciąg-
łej hodowli oraz umożliwia przechowanie materiału 
komórkowego w postaci niezmienionej i nienaruszo-
nej, dzięki czemu jest to dobra alternatywa dla hodowli 
ciągłej. W dalszej części pracy omówiony zostanie spo-
sób zakładania i  prowadzenia bakteryjnych banków 
komórek (Microbial Cell Banks).
Obecnie dostępnych jest wiele różnych systemów 
ekspresyjnych: wektorów ekspresyjnych i  szczepów 
gospodarzy – opisanych w podrozdziale 2. pozwalają-
cych na wydajną produkcję białek rekombinowanych. 
Wybór systemu zależny jest od sposobu prowadzenia 
hodowli komórkowej, rodzaju i poziomu ekspresji 
białka, lokalizacji produkowanego białka oraz wyma-
ganych modyfikacji potranslacyjnych, jak również 
aktywności biologicznej. Szczep bakteryjny gospodarza 
powinien być przede wszystkim pod względem gene-
tycznym kompatybilny z zastosowanym wektorem, aby 
produkcja heterologicznego białka była jak najbardziej 
efektywna [80]. Najważniejszym aspektem jest stabil-
ność plazmidowego DNA (pDNA) w komórkach bakte-
ryjnych (stabilności: strukturalna i segregacyjna), ponie-
waż cały proces wytwarzania białka rekombinowanego 
w szczepie produkcyjnym odbywa się bez zastosowa-
nia antybiotyków. Plazmid bez presji antybiotykowej 
powinien utrzymywać się w szczepie gospodarza przez 
minimum 80 generacji, aby taka „para” została zaklasy-
fikowana jako stabilny układ ekspresyjny. Organizacje 
międzynarodowe jak WHO (w raporcie dotyczącym 
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standaryzacji produktów biologicznych) [79] oraz EMA 
(w normach mówiących o produktach leczniczych wfa-
zie badań przedklinicznych i klinicznych) [18] nakazują 
ostrożne i przemyślane stosowanie markerów selekcyj-
nych, jakimi są geny oporności na antybiotyki w proce-
sach technologicznych. Wytwórca powinien rozważyć 
możliwość niewykorzystywania antybiotyków pod- 
czas wytwarzania białka rekombinowanego. Dodat-
kowo Zaleski P. i wsp. wskazują, iż ze względu na roz-
przestrzenianie się w środowisku genów oporności na 
antybiotyki na drodze horyzontalnego transferu genów 
nie jest akceptowalne wykorzystanie ich w badaniach 
klinicznych. Pozostałości antybiotyków w produktach 
leczniczych mogą także negatywnie wpłynąć na jakość 
ostatecznego produktu i na zdrowie człowieka [81]. 
Ponadto stosowany szczep bakterii powinien być pozba-
wiony jak największej liczby endogennych proteaz, które 
mogą degradować syntetyzowane polipeptydy [71].
Po wybraniu odpowiedniego systemu ekspresyjnego, 
umożliwiającego wysoką i stabilną ekspresję białka 
rekombinowanego, kolejnym krokiem jest wytworze-
nie w pełni opisanych i scharakteryzowanych banków 
komórek. Ogólne wymagania dotyczące produkcji 
biofarmaceutyków zaczynając od tworzenia banków 
komórek, a kończąc na rejestracji produktów leczni-
czych stosowanych w leczeniu ludzi i zwierząt zawarte 
są w Farmakopei Polskiej i normach ICH opracowanych 
przez The International Council on Harmonisation of 
Technical Requirements for Registration of Pharmaceu-
ticals for Human Use. ICH dostarcza wytwórcom (np. 
firmom biofarmaceutycznym) wytyczne umożliwiające 
produkcję bezpiecznych i dobrze scharakteryzowanych 
produktów leczniczych (Ryc. 1). 
Białka rekombinowane wytwarzane są w drodze 
inżynierii genetycznej, w której DNA kodujący kon-
kretny produkt wprowadzany jest przy użyciu wek- 
tora ekspresyjnego do odpowiedniego drobnoustroju 
(bakterii), gdzie gen dla założonego produktu białko-
wego (tzw. gene of interest) ulega ekspresji i produko-
wane jest białko  w ściśle kontrolowanych warunkach 
wzrostu [7]. Komórki bakteryjne przed wprowadze-
niem wektora nazywane są komórką gospodarza, a sta-
bilny układ komórki gospodarza i wektora nazywany 
jest układem gospodarz–wektor. Zgodnie z wytycznymi 
zawartymi w ICH Q5B [27] oraz Farmakopei Polskiej 
[19] charakterystyka układu gospodarz–wektor jest 
pierwszym wymaganym etapem w całym procesie 
technologicznym. ICH Q5B przedstawia wskazówki 
dotyczące konstrukcji i charakterystyki wektora ekspre-
syjnego oraz szczepu gospodarza. Wytwórca powinien 
wykazać przydatność wybranego układu gospodarz–
wektor poprzez:
Ryc. 1. Poszczególne etapy produkcji biofarmaceutyków w systemie prokariotycznym
Wyszczególniono etapy (selekcja stabilnego układu, system banków komórek, produkcja białka rekombinowanego) z zaznaczeniem, które wytyczne ICH 
(The International Council on Harmonisation of Technical Requirements for Registration of Pharmaceuticals for Human Use) są istotne na poszczegól-
nych etapach wytwarzania. Podczas zakładania banków komórek najważniejsze wskazówki zawarte są w ICH Q5B i ICH Q5D (zmodyfikowany wg [14]). 
Macierzysty bank komórek (MCB – Master Cell Bank); badawczy bank komórek (RCB – Research Cell Bank); roboczy bank komórek (WCB – Working 
Cell Bank); ICH Q5 (Q5 – quality of biotechnological products) – wytyczne związane z jakością produktów biotechnologiczych wytwarzanych zgodnie 
z zasadami Dobrej Praktyki Wytwarzania; ICH Q5A [26], ICH Q5B [27], ICH Q5D [28], ICH Q5E [29], ICH Q7 [30].
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● charakterystykę materiału wyjściowego (komórek 
gospodarza), która obejmuje: określenie jego pocho- 
dzenia: gatunku/rodzaju, fenotypu, genotypu, 
liczby pasaży. Komórki gospodarza mogą pocho-
dzić z wyizolowanych własnych linii laboratoryj-
nych lub bezpośrednio z kolekcji kultur np. ATCC 
(American Type Culture Collection) lub innej. 
Wytwórca powinien również dostarczyć infor-
macji o patogenności szczepu (jeśli taka istnieje); 
● charakterystykę wektora ekspresyjnego, która 
obejmuje: udokumentowanie strategii klonowa-
nia, pochodzenia i charakterystyki danego genu, 
analizę sekwencji nukleotydowej i struktury wek-
tora, wykazanie pochodzenia poszczególnych ele-
mentów wektora, np.: origin replikacji (miejsce 
startu replikacji), genów oporności, promotorów, 
wzmacniaczy ekspresji itp. Celem analizy struk-
turalnej wektora metodami inżynierii genetycz-
nej jest wykazanie, iż prawidłowa sekwencja DNA 
kodująca konkretne białko zostanie wprowadzona 
do komórek gospodarza i będzie ulegała stabilnej 
ekspresji podczas prowadzenia hodowli; 
● charakterystykę układu gospodarz–wektor, która 
obejmuje: opis mechanizmu wprowadzenia wek-
tora do komórek bakteryjnych, określenie liczby 
kopii i stabilności wektora w szczepie gospodarza 
(stabilność segregacyjna – stopień utrzymywania 
się w szczepie bez presji antybiotykowej), opisanie 
metod wykorzystanych do wzmacniania i kontroli 
ekspresji białka rekombinowanego oraz opis opra-
cowanych kryteriów selekcji kolonii produkują-
cych białko rekombinowane.
Po selekcji pojedynczej kolonii produkującej białko 
rekombinowane następuje wytworzenie banków ko- 
mórek. System banków komórek zapewnia, że iden-
tyczna populacja komórek jest zawsze zachowana, co 
jest kluczowym elementem pozwalającym na tworze-
nie jednorodnych produktów biotechnologicznych. 
Odpowiednio przygotowany, opisany, przechowywany 
i scharakteryzowany bank komórek, dodatkowo zało-
żony w bezpiecznych, kontrolowanych i  monitoro-
wanych warunkach zapewnia zawsze to samo źródło 
materiału wyjściowego wykorzystywanego w  całym 
procesie technologicznym. Banki komórek powinny 
być tworzone zgodnie z zasadami GMP (Good Manu-
facturing Practice). Zasady GMP zapewniają wysoką 
jakość i czystość materiałów użytych do produkcji oraz 
pełną kontrolę nad sposobem i miejscem wytwarzania. 
Stosowanie tych reguł podnosi poziom bezpieczeństwa 
dla wytwarzanych produktów biotechnologicznych, 
ponieważ pozwala w pełni odtworzyć każdy etap pro-
cesu technologicznego [17, 25].
Bank komórek bakteryjnych stosowany do wytwa-
rzania wektorów plazmidowych zdefiniowany został 
jako homogenna (w pełni określona) zawiesina wyjś-
ciowych komórek bakteryjnych rozdzielonych do 
poszczególnych pojemników w trakcie pojedynczej 
operacji, poddawanych wspólnie obróbce, w taki spo-
sób, by zapewnić ich stabilność, czystość i identycz- 
ność. Powinien on być przechowywany w ściśle okreś-
lonych warunkach np. w temperaturze –70°C lub 
niższej. W zależności od typu użytego organizmu różne 
metody przechowywania komórek są dopuszczalne, 
ale powinny one zawsze zapewnić odpowiedni po- 
ziom żywotności komórek przez długi okres przecho-
wywania [19]. 
Wytwórcy mogą przygotować własne banki ko- 
mórek zgodnie z wymaganiami GMP lub pozyskiwać 
je ze źródeł zewnętrznych. Następnie są oni odpowie-
dzialni za zapewnienie odpowiedniej jakości każdego 
banku komórek poprzez przeprowadzenie badań na 
każdym z nich bez względu na ich źródło pochodzenia.
Zgodnie z wytycznymi zawartymi w ICH Q5D [28] 
istnieje możliwość tworzenia dwu- lub jedno-pozio-
mowego sytemu banku komórek. Przed rozpoczęciem 
produkcji biofarmaceutyku zakłada się dwa typy ban-
ków komórek, nazywanych odpowiednio: macierzysty 
bank komórek (MCB – Master Cell Bank) oraz roboczy 
bank komórek (WCB – Working Cell Bank), nazywany 
również przez wytwórców jako MWCB (Manufac- 
tu rer’s Working Cell Bank) [25, 64, 66]. Macierzysty 
bank komórek zakładany jest jako pierwszy, bezpo-
średnio z  pojedynczej dobrze wyodrębnionej kolonii 
bakteryjnej, uzyskanej po transformacji szczepu bak-
teryjnego wektorem ekspresyjnym, selekcjonowanej na 
podłożu z antybiotykiem. Uzyskana następnie hodowla 
bakteryjna zostaje zmieszana z czynnikiem ochronnym 
(np. krioprotektorem), jest porcjowana i zamrażana 
w probówkach przeznaczonych do głębokiego mroże-
nia. MCB powinien zawierać odpowiednią liczbę pro-
bówek z zamrożonymi hodowlami, tak aby zapewnić 
dostateczną ilość jednolitego materiału wyjściowego 
dla całego procesu produkcyjnego. Przy tworzeniu 
MCB powinny być zachowane wszelkie środki ostroż-
ności w  celu uniknięcia zanieczyszczeń krzyżowych 
innym materiałem biologicznym [74]. Należy rów-
nież zauważyć, iż MCB powinien być najpierw w pełni 
scharakteryzowany, zanim zostanie wykorzystany do 
wytworzenie WCB. 
W następnej kolejności z jednej lub wielu probówek 
z MCB zakładany jest WCB, stanowiący bezpośredni 
materiał wykorzystywany do produkcji białka w bio-
reaktorach [10]. Jeżeli do fermentacji wykorzystywa-
nych jest więcej niż jedna probówka z WCB, zawiesina 
komórek (tzw. inokulum) do szczepień bioreaktora pro-
dukcyjnego powinna być przygotowana tak, by pozwo-
liła uzyskać jednorodny materiał biologiczny. 
Wytyczne ICH Q5D wskazują, że banki komórek 
MCB i WCB mogą różnić się od siebie pewnymi 
czynnikami, jak na przykład, składnikami podłoży 
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hodowlanych i warunkami prowadzenia hodowli. Po- 
dobnie warunki użyte do przygotowania MCB i WCB 
mogą różnić się od tych używanych bezpośrednio pod-
czas produkcji białka w bioreaktorach. Jednakże dopóki 
zmiany te nie wpływają na poziom ekspresji białka 
rekombinowanego są dopuszczalne. 
W procesie produkcyjnym zazwyczaj przygoto- 
wuje się około 100 probówek MCB oraz 100–500 pro-
bówek WCB [66] (Ryc. 2). Wytyczne ICH dopuszczają 
także możliwość tworzenia systemu produkcji opar-
tego jedynie o nowo założony MCB, w przypadku 
kiedy niewielka liczba zamrożonych porcji (pro- 
bówek) jest niezbędna do wytwarzania pożąda- 
nego produktu w  każdym cyklu produkcyjnym [9]. 
W niektórych przypadkach oprócz MCB/WCB wy- 
magane jest także założenie oddzielnych banków: jeden 
dla samych komórek gospodarza (szczep bakteryjny 
bez plazmidu) i drugi dla samego DNA wektora eks- 
presyjnego (pDNA zamrożony w buforze umożliwia-
jącym długotrwałe przechowywanie materiału bez 
degradacji jego struktury, np. w buforze TE). Wytwórca 
do celów badawczych, do opracowania poszczegól- 
nych etapów „własnej” technologii i jej optymalizacji 
może również założyć badawczy bank komórek (RCB 
– Research Cell Bank).
Każdy Wytwórca po założeniu systemu banków 
komórek musi opracować pełną dokumentację potwier-
dzającą każdy etap produkcji. Powinna ona zawierać 
historię hodowli szczepu gospodarza, metodę izolacji 
szczepu, opis wszystkich manipulacji genetycznych, 
metodę wprowadzania wektora do komórek bakteryj-
nych, metodę selekcji wybranego klonu, odczynniki uży-
wane do hodowli komórek i wytworzenia banku, metodę 
zamrażania oraz liczbę pasaży komórek. Następnie 
należy szczegółowo opisać: rodzaj zastosowanego sys-
temu bankowego (jedno- czy dwu-poziomowy), okreś-
lić wielkość banku (liczbę przygotowanych próbówek), 
sposób zamykania probówek (czy wykorzystano pro-
bówki z nakrętkami z gwintem wewnętrznym czy 
zewnętrznym), metodę wykorzystaną do przygotowa-
nia banku/banków, w tym rodzaj stosowanych środków 
do mrożenia komórek oraz warunków przechowywania 
probówek. Wytwórca musi posiadać opracowane pro-
cedury stosowane w  celu uniknięcia skażenia mikro-
biologicznego oraz zanieczyszczenia krzyżowego przy-
gotowanego banku innymi typami komórek obecnymi 
w laboratorium oraz posiadać system rejestru każdej 
pojedynczej probówki banku. Dokumentacja powinna 
zawierać opis systemu etykietowania oraz rodzaj uży-
tych etykiet, które muszą wytrzymać proces przechowy-
wania bez utraty zawartych informacji. Każda próbówka 
banku powinna być opisana nazwą szczepu, datą pro-
dukcji, swoim kodem i numerem [74]. 
Dla zapewnienie ciągłej, nieprzerwanej produk-
cji biofarmaceutyków, wytwórca powinien dokładnie 
rozważyć wszystkie kroki, które należy podjąć, aby 
zabezpieczyć produkcję przed nieplanowymi zdarze-
niami, takimi jak: pożary, przerwy w dostawie energii 
Ryc. 2. Główna zasada zakładania bakteryjnych banków komórek 
Macierzysty bank komórek (MCB – Master Cell Bank) zakładany jest jako pierwszy z pojedynczej dobrze wyselekcjonowanej kolonii bakteryjnej
uzyskanej po transformacji komórek gospodarza wektorem ekspresyjnym. Następnie z probówki MCB zakładany jest roboczy bank komórek
(WCB – Working Cell Bank). Oba wyprodukowane banki komórek powinny być scharakteryzowane przed dopuszczeniem ich do dalszych
etapów produkcji białka rekombinowanego (określenie właściwości i czystości szczepu). Rycina zmodyfikowana, na podstawie [66].
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elektrycznej czy błędy ludzkie. Banki komórek powinny 
być przechowywane w ściśle określonych warunkach, 
umożliwiających długotrwałą stabilność szczepu pro-
dukującego białko rekombinowane (przykładowo: 
w  –70 °C lub w  ultra niskiej temperaturze – ciekły 
azot). Stabilność szczepu w warunkach przechowy-
wania powinna być sprawdzana za pomocą określenia 
jego przeżywalności (szczegóły – punkt 4.1). Zaleca się 
także, aby banki komórek wykorzystywane w produk-
cji były przechowywane w dwóch lub więcej miejscach 
danego obiektu lub oddalonych od siebie ośrodkach 
w celu uniknięcia ewentualnych strat w razie zdarze-
nia losowego, katastrofy naturalnej lub awarii w obrę-
bie fabryki. Wszystkie przechowywane pojemniki 
powinny być traktowane identycznie, a probówka raz 
wyjęta z zamrożonego banku nie ma prawa być ponow-
nie w nim zdeponowana. Zgodnie z wytycznymi ICH, 
dostęp do banków komórek powinien być ograniczony 
i w pełni kontrolowany. Należy prowadzić rejestr loka-
lizacji, tożsamości i inwentaryzacji każdej pojedynczej 
probówki ze szczepem produkcyjnym [66]. Oba banki 
(MCB i WCB) powinny być przechowywane w iden-
tycznych warunkach.
4. Charakterystyka banków komórek 
Zgodnie z wytycznymi zawartymi w ICH Q5D [28] 
oraz Farmakopei Polskiej [19] każda nowo powstała 
partia MCB oraz WCB powinna być najpierw w pełni 
scharakteryzowana przed dopuszczeniem jej do dal-
szych etapów produkcji białek rekombinowanych 
[7]. Ze względu na fakt, iż wszystkie banki WCBs są 
zakładane z dobrze scharakteryzowanego MCB, mogą 
być one przebadane w bardziej ograniczony sposób, 
koncentrując się głównie na badaniu zanieczyszczeń 
mikrobiologicznych, do jakich mogło dojść podczas 
przygotowywania probówek ze szczepem produk-
cyjnym. Nowo powstały MCB jest zazwyczaj badany 
tylko raz [10, 66]. Każdy z banków komórek przed 
przeprowadzeniem wszystkich badań ma nadany status 
– „w kwarantannie”. Po uzyskaniu prawidłowych wyni-
ków zostaje dopiero dopuszczony do dalszych etapów 
procesu wytwarzania.
Wybrana strategia badań (typ metod zastosowanych 
do badania banków) zależna jest od typu banku, rodzaju 
szczepu oraz samego Wytwórcy. Zawsze należy w pełni 
scharakteryzować co najmniej jeden z banków komó-
rek (MCB lub WCB). Przy braku możliwości dokładnej 
charakterystyki banku wyjściowego, można dokonać 
dokładnej charakterystyki każdej nowo powstałej partii 
WCBs. Schemat podstawowych oznaczeń jakie należy 
przeprowadzić dla poszczególnych banków komórek 
MCB oraz WCB zgodnie z Farmakopeą Polską przed-
stawiono w Tabeli I. Są to jednak tylko ogólne wska-
zówki. Wytwórca musi sam opracować poszczególne 
metody analityczne do charakterystyki banków ko- 
mórek. Farmakopea Polska wskazuje, iż należy również 
scharakteryzować szczep gospodarza.
4.1. Potwierdzenia tożsamości (właściwości)
 szczepu bakteryjnego
Wytwórca powinien potwierdzić tożsamość/właś- 
ciwości szczepu bakteryjnego zdeponowanego w ban- 
ku komórek poprzez wykonanie szeregu oznaczeń 
Tożsamość i czystość
Żywotność + + +
Charakterystyka szczepu bakteryjnego + + –
Genotypowanie/fenotypowanie + + –
Obecność plazmidu:   
 ● sekwencjonowanie plazmidowego DNA – + –
 ● liczba kopii  – + +
 ● mapa restrykcyjna – + +
 ● zawartość procentowa komórek zawierających plazmid – + +
Obce czynniki zewnątrzpochodne   
Czystość metodą posiewu na podłoża + + +
Obecność bakteriofagów  + + –
Tabela I
Charakterystyka bakteryjnych banków komórek
„+” – oznacza konieczność wykonania oznaczenie dla danego banku 
„–” – oznacza brak konieczności wykonania oznaczenia dla danego banku
Badania wymagane na każdym etapie wytwarzania dla szczepu gospodarza, macierzystego banku
komórek (MCB) oraz roboczego banku komórek (WCB) (wg Farmakopea Polska, wydanie XI (2017) [19]).
Badanie Szczepgospodarza MCB WCB
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opisanych poniżej. Musi również wykazać, iż szczep 
bakteryjny z banku komórek ma identyczne właściwo-
ści jak użyty szczep gospodarza.
Określenie żywotności szczepu bakteryjnego 
Oznaczenie żywotności szczepu bakteryjnego należy 
wykonać poprzez wysianie odpowiedniego rozcieńcze-
nia płynnych zawiesin komórek bakteryjnych na pod-
łoże nieselekcyjne i policzenie wyrosłych pojedynczych 
kolonii bakterii, a następnie określić liczbę jednostek 
tworzących kolonie (cfu/ml) [70]. Otrzymany wynik 
należy porównać z liczbą bakterii określoną przed 
zamrożeniem szczepu. Umożliwia to potwierdzenie 
prawidłowości doboru metody zamrażania [10, 41].
Określenie cech szczepu bakteryjnego 
Dobór testów wykorzystanych do charakterystyki 
szczepu z banków komórek zależny jest od typu gospo-
darza użytego do produkcji białka rekombinowanego. 
Analizy należy opracować tak, by potwierdzić tożsamość 
szczepu na poziomie rodzaju czy gatunku. Badania 
można przeprowadzić na trzech płaszczyznach: analizy 
fenotypowe, analizy proteomiczne czy analizy gene-
tyczne (Tabela II). Poniżej przedstawiono przykładowe 
metody badań, które Wytwórca może zastosować do 
charakterystyki swojego bakteryjnego banku komórek:
a) metody fenotypowe – umożliwiają określenie cech 
fenotypowych bakterii i identyfikację drobnoustroju 
do rodzaju, a czasem gatunku, na podstawie nie-
wielkiej ilości przeprowadzonych obserwacji [63]. 
Wytwórca może wybrać następujące metody:
● testy biochemiczne – oparte są na zdolnościach 
drobnoustrojów do przeprowadzania konkretnych 
reakcji biochemicznych. Możemy wykorzystać 
systemy: API/ID32, BBL Crystal, Biolog Micro-
bial, VITEK2 czy BD Phoenix. Metody te dają 
tzw. „metaboliczny odcisk palca” dla wybranego 
drobnoustroju [61, 73]; 
● profil estrów metylowych kwasów tłuszczowych 
(FA – fatty acid) – przy pomocy chromatografii 
gazowej o wysokiej rozdzielczości oznaczana jest 
charakterystyczna ilość i wzór estrów metylowych 
kwasów tłuszczowych [54]. Skład kwasów tłusz-
czowych poszczególnych drobnoustrojów jest 
Metody fenotypowe
Testy biochemiczne API oraz ID32 bioMerieux, Francja 822 gatunki bakterii i drożdży, w tym 32 nowo
   zidentyfikowane i 67, którym nadano nowe nazwy [2]
 BBL Crystal Becton Dickinson, USA > 500 taksonów [5]
 Biolog Microbial ID  Biolog, USA > 2900 gatunków bakterii tlenowych i beztlenowych,
   drożdży i grzybów [8]
 Vitek 2 Compact bioMerieux, Francja > 553 różnych taksonów [76]
 BD Phoenix1 Becton Dickinson, USA 319 taksonów [6]
Analiza estrów Sherlock Microbial MIDI, USA >2500 gatunków: w tym 960 gatunków izolowanych ze
metylowych kwasów Identification  środowiska, 593 gatunki kliniczne, 42 gatunki promieniow-
tłuszczowych System (MIDI)  ców, 31 gatunków Mycobacterium, 895 gatunków beztle-
   nowych mikroorganizmów i 216 gatunków drożdży [67]
Metody proteomiczne
MALDI TOF MALDI Biotyper Bruker Daltonik, Niemcy > 2750 gatunków, w tym 471 gatunków bakterii, 
   152 gatunki grzybów oraz 164 gatunki Mycobacterium [46]
 Vitek MS BioMerieux, Francja 1316 gatunków, 217 nowych gatunków bakterii 
   (w tym 40 beztlenowych i 55 grzybów) [77]
Spektroskopia FTIR FTIR Biotyper Bruker Daltonik, Niemcy > 6534 widm dla drożdży, bakterii rodzaju: Bacillus,
   Pseudomonas, Enterobacteriaceae, bakterii kwasu
   mlekowego i octowego, Listeria, Bifidobacterium,
   Clostridium, Micrococcus oraz bakterii Gram-dodatnich
   i beztlenowych [22]
Metody genetyczne
Analiza kwasów MicroSeq Microbial Thermo Fisher Scientific, > 2300 gatunków bakterii i 1100 gatunków grzybów [50]
nukleinowych Identification System USA
Rybotyping RiboPrinter System DuPont Nutrition > 6900 wzorów dla mikroorganizmów, a w tym
  and Health, USA 290 rodzajów i 1400 gatunków oraz serotypów kluczowych
   dla przemysłu spożywczego i farmaceutycznego [58]
Tabela II
Przykłady metod, które mogą zostać wybrane do charakterystyki szczepów bakteryjnych banków komórek
Metoda System Producent Ilość identyfikowanych szczepów (wielkość baz danych)
Na podstawie [61].
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stabilny i wykazuje wysoki stopień powinowactwa 
w danej grupie taksonomicznej [61].
b) metody proteomiczne: 
● spektrometria w podczerwieni z transforma-
cją Fouriera (FTIR) – jest to łatwa i bezpieczna 
metoda do identyfikacji bakterii, polegająca na 
tworzeniu charakterystycznych widm w zależności 
od rodzaju i ilości składników komórkowych bak-
terii, takich jak: kwasy tłuszczowe, białka membra-
nowe, polisacharydy, kwasy nukleinowe czy białka 
wewnątrzkomórkowe [82]; 
● spektrometria mas – MALDI-TOF MS (Matrix 
Assisted Laser Desorption/Ionization Time-of 
Flight Mass Spectrometry) – metoda ta jest szybka 
oraz bardzo czuła. Umożliwia otrzymanie widm 
charakterystycznych dla poszczególnych gatunków 
bezpośrednio z komórek bakteryjnych jak i  ich 
lizatów. Na identyfikację bakterii tą metodą nie 
mają wpływu warunki i czas hodowli szczepu [69].
c) metody genetyczne – pozwalają na charakterystykę 
szczepu na podstawie określenia jego specyficznych 
cech genotypowych. Analiza genetyczna jest metodą 
mniej subiektywną, mniej zależną od warunków 
hodowli i bardziej wiarygodną w stosunku do oceny 
fenotypowej, gdyż sekwencja DNA poszczególnych 
genów jest konserwowana wśród gatunków [61]. 
Wśród przykładów metod genetycznych wykorzy-
stywanych do identyfikacji bakterii można wyróżnić:
● system MicroSeq ID – umożliwia identyfika-
cję gatunku/rodzaju bakterii na podstawie ana-
lizy sekwencji nukleotydowej pierwszych 500 pz 
wysoce konserwatywnych regionów DNA kodują-
cego 16S rRNA (16S rybosomalny RNA – składnik 
małej podjednostki rybosomów u prokariotów). 
W  celu identyfikacji drobnoustroju uzyskana 
sekwencja nukleotydowa genu jest porównywana 
z sekwencjami dostępnymi w bazie danych [73]. 
U bakterii jednego gatunku/rodzaju, występują te 
same rejony konserwatywne, co umożliwia okreś-
lenie pokrewieństwa bakterii, a następnie przypi-
sanie ich do konkretnej jednostki taksonomicz-
nej. W przypadku blisko spokrewnionych bakterii 
można zastosować analizę całej sekwencji genu, 
w celu uzyskania wiarygodnego wyniku identyfi-
kacji (1500 pz);
● system RiboPrinter – zautomatyzowany system 
typu „Southern Blot” wykorzystujący znakowane 
fluorescencyjnie sekwencje ssDNA (sondy) specy-
ficzne wyłącznie do sekwencji DNA kodującego: 
5S rRNA, 16S rRNA, 23S rRNA, rejony pomiędzy 
tymi genami, jak i geny zlokalizowane po każdej 
stronie (tzw. Ribotyping). Charakterystyczny wzór 
fragmentów DNA (dla danego drobnoustroju) 
uzyskany po hybrydyzacji porównywany jest ze 
wzorami dostępnymi w bazach danych. Jest to 
metoda szybka, odtwarzalna i specyficzna dla 
szerokiego zakresu gatunków bakterii [31];
● multiplex PCR – metoda genetyczna oparta o tech-
nikę PCR, w której wykorzystywany jest zestaw 
starterów zaprojektowanych dla specyficznych 
fragmentów genów genomowego DNA wystę-
pujących wyłącznie u poszczególnych gatunków 
bakterii. W rozdziale elektroforetycznym w żelu 
agarozowym otrzymywany jest odpowiedni „wzór 
fragmentów DNA” charakterystyczny dla poszcze-
gólnych gatunków [24].
Potwierdzenie struktury i stabilności
wektora ekspresyjnego w szczepie bakteryjnym 
Transformacja szczepu gospodarza wektorem eks-
presyjnym kodującym dane białko rekombinowane 
powoduje szereg obciążeń fizjologicznych dla komórki, 
co może bezpośrednio przekładać się na stabilność plaz-
midu. Niestabilność plazmidu w szczepie może wyni-
kać z dwóch podstawowych powodów: z niestabilności 
strukturalnej plazmidu spowodowanej przez zmiany 
w  obrębie sekwencji DNA (mutacje punktowe, dele-
cje, insercje lub inne) lub z niestabilności segregacyjnej 
spowodowanej przez wadliwy rozdział plazmidów do 
komórek potomnych po podziale komórkowym [68].
Wśród czynników wpływających na stabilność struk- 
turalną plazmidu możemy wyróżnić: wielkość plazmidu, 
obecność w jego strukturze sekwencji poliA, powtórzeń 
sekwencji (DR – direct repeat), odwróconych powtórzeń 
sekwencji (IR – inverted repeat), sekwencji insercyjnych 
(IS – insertion sequence), jak również stresy środowi-
skowe, takie jak: stężenie antybiotyku, typ podłoża 
hodowlanego, temperatura hodowli czy stężenie tlenu 
w podłożu [68]. Natomiast niestabilność segregacyjna 
plazmidu jest powiązana z metabolicznym obciążeniem 
szczepu bakteryjnego podczas produkcji białka w proce-
sie fermentacji. Zwiększona ekspresja białka rekombino-
wanego może blokować segregację cząsteczek plazmidu, 
a  także obniżać zdolność systemów bakteryjnych do 
naprawy błędów powstałych podczas replikacji w DNA 
plazmidowym. Po drugie, obserwuje się niższe tempo 
wzrostu komórek niosących plazmid w porównaniu 
z komórkami pozbawionymi plazmidów [80]. Kolejną 
dobrze znaną przyczyną niestabilności segregacyjnej 
plazmidów jest również akumulacja multimerów plaz-
midowych, co prowadzi do zaburzenia ich segregacji, 
zwiększając prawdopodobieństwo utraty plazmidu 
przez komórki. Chociaż multimery nie pojawiają się 
często, to nagromadzają się szybko w komórkach, 
a komórki wolne od plazmidu namnażają się w dużej 
liczbie [4, 72]. Wybrana metoda fermentacji w procesie 
wytwarzania białka rekombinowanego również wpływa 
na stabilność plazmidu [68].
Inne czynniki, takie jak gen oporności na antybio-
tyk i liczba kopii może również wpływać na stabilność 
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segregacyjną plazmidu [68]. Uważa się, że plazmidy 
o  dużej liczbie kopii obciążają metabolizm szczepu 
gospodarza, powodując obniżenie produkcji białka 
i tempa wzrostu komórek [34]. 
Podsumowując, dla produkcji białek rekombino-
wanych w systemach prokariotycznych kluczowym 
aspektem jest wybór wektora o odpowiedniej strukturze 
i jego stabilność w szczepie bakteryjnym. Niestabilność 
wektora jest bowiem głównym problemem podczas pro-
dukcji białka w bioreaktorach: powoduje zmniejszoną 
wydajność produkcji białka (pojawienie się w hodowli 
komórek bez wektora mogących szybko zdobyć prze-
wagę w populacji mieszanej), a w konsekwencji wzrost 
kosztów procesu wytwarzania [7, 80]. Plazmid stabilny 
umożliwia stałą ekspresję produktu docelowego [43]. 
Według Farmakopei Polskiej [19], podczas pracy z wek-
torem ekspresyjnym, stabilność strukturalna plazmidu 
powinna być weryfikowane w  określonym interwale 
czasu przez sekwencjonowanie całej sekwencji nukleo-
tydowej plazmidu, a  także poddanie plazmidowego 
DNA działaniu endonukleaz restrykcyjnych. Analizy 
należy wykonać z wystarczającą rozdzielczością, aby 
sprawdzić, czy struktura plazmidu pozostaje niezmie-
niona w komórkach bakteryjnych [68]. Do potwier-
dzenia obecności i zbadania stabilności plazmidu 
Wytwórca może wykorzystać następujące metody:
● oznaczenie liczby kopii: należy wykazać, że liczba 
kopii rekombinowanego plazmidu przypadająca 
na chromosom jest niezmienna w komórkach 
gospodarza, niezależnie od warunków hodowli. 
Do tej analizy potrzebna jest wiarygodna metoda 
ilościowego oznaczania liczby kopii jaką jest Real-
-time PCR [43]; 
● sekwencjonowanie plazmidowego DNA: potwier-
dzenie całej sekwencji nukleotydowej wektora 
ekspresyjnego z wykorzystaniem specyficznych 
starterów;
● stworzenie mapy restrykcyjnej wektora: działanie 
na pDNA wektora endonukleazami restrykcyj-
nymi (enzymami restrykcyjnymi) jest zalecane 
w celu potwierdzenia poprawności struktury plaz- 
midu obecnego w komórkach. Enzymy restryk-
cyjne należy dobrać tak, aby uzyskane wielkości 
fragmentów DNA po ich działaniu na plazmi-
dowe DNA były łatwe w obserwacji (np.: po wizu-
alizacji rozdziału elektroforetycznego w żelu aga-
rozowym) i reprezentatywne (charakterystyczne 
dla danego wektora);
● określenie stabilności segregacyjnej wektora (za- 
wartości procentowej komórek niosących plaz-
mid w całej puli komórek): określenie procentu 
komórek bakteryjnych utrzymujących wektor 
ekspresyjny przez kolejne generacje hodowli bak-
teryjnej prowadzonej przez cztery doby na pod-
łożu minimalnym w dwóch wariantach: z  i bez 
presji antybiotykowej. Stosunek (wyrażony w pro-
centach) liczby komórek antybiotykoopornych 
do liczby komórek obecnych w  całej populacji 
pozwala na określenie stabilności wektora. Rów-
nolegle zaleca się ocenę poziomu ekspresji białka 
rekombinowanego poprzez rozdział SDS-PAGE 
(elektroforeza białek w warunkach denaturują-
cych) próbek hodowli bakteryjnej pobieranej po 
każdym pasażu (analizie nie podlega sekwencja 
aminokwasowa produkowanego białka) [13, 68].
4.2. Potwierdzenie czystości szczepu bakteryjnego
Krytycznym elementem wytwarzania banków ko- 
mórek jest ich czystość (tzw. jednorodność szczepu) 
rozumiana jako monokultura mikrobiologiczna. Wed-
ług Farmakopei Polskiej jest to ocena obecności obcych 
czynników zewnątrzpochodnych i wirusów endogen-
nych. ICH Q5D wskazuje, iż opracowując metody 
umożliwiające ocenę czystości szczepu zdeponowanego 
w banku Wytwórca możne oprzeć się na danych litera-
turowych. Dobierając analizy, należy wziąć pod uwagę 
z jakimi innymi drobnoustrojami pracuje się w danej 
jednostce oraz jakie materiały wykorzystuje się do pracy 
z nimi. Należy również określić punkty krytyczne przy 
przygotowywania banków, w których może dojść do 
krzyżowego zanieczyszczenia heterologicznym mate-
riałem biologicznym (bakteriami, grzybami, drożdżami 
lub bakteriofagami). Dobór metod powinien mieć na 
celu samo wykrycie ewentualnych zanieczyszczeń, bez 
konieczności ich identyfikacji [10]. Według Farmako-
pei Polskiej [19] wytwórca powinien potwierdzić czy-
stość szczepu na dwóch poziomach: 
● obecności zanieczyszczeń mikrobiologicznych 
metodą posiewu na podłoża – ocenę czystości 
można przeprowadzić poprzez wysianie szczepu 
na różne podłoża nieselekcyjne celem wykrycia 
potencjalnych zanieczyszczeń krzyżowych (należy 
dobrać warunki inkubacji w oparciu o typ drob-
noustrojów, które mogą zanieczyścić szczep doce-
lowy). Przykładowe podłoża wykorzystywane do 
selekcji zanieczyszczeń to: TSA – Tryptic Soy Agar 
lub SDA – Sabouraud Agar. Wytwórca może rów-
nież przeprowadzić analizę mikroskopową bada-
nego materiału [55];
● obecności zanieczyszczeń szczepu bakteriofa-
gami/profagami – bakteriofagi mogą zakażać ko- 
mórki bakteryjne gospodarza powodując ich 
lizę (cykl lityczny) lub włączać się w ich genom 
i przechodzić w tzw. cykl lizogenny (profagi) [61]. 
Zakażenie komórek bakteryjnych fagami jest bar-
dzo niebezpieczne dla procesu produkcyjnego, 
zwłaszcza, gdy hodowla przeprowadzana jest na 
dużą skalę w bioreaktorach. Powoduje to zahamo-
wanie wzrostu bakterii, a następnie lizę komórek, 
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a  w  konsekwencji duże straty podczas procesu 
produkcji. Jeśli bakteriofag zakazi hodowlę w bio-
reaktorze, to potencjalnie może rozprzestrzenić 
się w całej jednostce (np. hali produkcyjnej) oraz 
przetrwać tam przez długi okres czasu (w zależ-
ności od włas ności samego bakteriofaga). Pro-
ces dekontaminacji pomieszczeń i sprzętów jest 
trudny i skomplikowany. Problemy spowodowane 
przez fagi mogą pojawić się nagle, a nawet nawra-
cać kilka miesięcy po pierwotnym zakażeniu [44, 
47]. Dodatkowo wiadomo, że szczepy zlizoge-
nizowane (to znaczy niosące zintegrowane pro-
fagi) mogą wykazywać wolniejsze tempo wzrostu 
względem ich nie-lizogennych odpowiedników, a 
wydajność syntezy bioproduktów w tych szczepach 
jest znacznie niższa [33]. Dlatego bardzo ważnym 
aspektem jest analiza czystości mikrobiologicznej 
banku przed rozpoczęciem procesu produkcji. 
W celu sprawdzenia ewentualnej obecności bakte-
riofagów w szczepie można stosować standardową 
metodę płytek dwuwarstwowych [1] oraz metodę 
indukcji profagów UV/mitomycyną C (są to czyn-
niki indukujące przechodzenie profagów z cyklu 
lizogennego w cykl lityczny [53]). Druga metoda 
umożliwia wykrycie obecności potencjalnych 
profagów w genomie szczepu. Jako użyteczne po- 
dejście do identyfikacji szczepów lizogennych 
można użyć także metody PCR, wykorzystującej 
startery specyficzne dla genu kodującego fagową 
integrazę. Metoda ta umożliwia potwierdzenie 
obecności docelowej sekwencji fagowej w geno-
mie szczepu [48, 52].
Banki komórek MCB i WCB, aby mogły zostać 
dopuszczone do produkcji biofarmaceutyków muszą 
być najpierw w pełni zbadane i scharakteryzowane. 
Powinny być wolne od jakichkolwiek zakażeń krzyżo-
wych innymi bakteriami, grzybami czy bakteriofagami/
profagami. Aby produkcja białka rekombinowanego na 
dużą skalę była możliwa i opłacalna dla wytwórcy, wek-
tor ekspresyjny musi utrzymywać się stabilnie w wybra-
nym szczepie produkcyjnym przez około 80 generacji 
bez presji antybiotykowej. Dodatkowo przeprowadzona 
analiza rekombinowanego pDNA gwarantuje, iż właś-
ciwa sekwencja nukleotydowa kodująca białko została 
wprowadzona do szczepu gospodarza i będzie utrzymy-
wana podczas hodowli przez cały proces produkcyjny.
5. Podsumowanie
Jedną z przyczyn szybkiego rozwoju rynku farma-
ceutycznego jest coraz większa liczba opracowanych 
technologii wytwarzania biofarmaceutyków. Duża 
część produkowanych białek o właściwościach terapeu-
tycznych pochodzi obecnie z bakteryjnych systemów 
ekspresyjnych. W celu zapewnienia jednolitego mate-
riału wyjściowego dla całego procesu technologicznego 
konieczne jest założenie banków komórek z  zacho-
waniem odpowiednich standardów jakościowych. 
Macierzysty bank komórek (MCB) tworzony jest jako 
pierwszy w ściśle określonych warunkach na podstawie 
szczegółowo opisanych procedur, z pojedynczej dobrze 
wyselekcjonowanej i scharakteryzowanej kolonii bak-
teryjnej. Roboczy bank komórek (WCB) przygotowy-
wany jest w drugiej kolejności, z jednej lub kilku pro-
bówek MCB. Banki te muszą być scharakteryzowane 
pod względem właściwości szczepu oraz być wolne od 
wszelkich zakażeń krzyżowych, do jakich mogło dojść 
podczas ich wytwarzania. Dobrze opracowany system 
zakładania i charakterystyki MCB/WCB ma decydujące 
znaczenie dla kolejnych faz rozwoju produktu biotech-
nologicznego, a następnie zatwierdzenia go do użycia 
przez odpowiednie urzędy odpowiedzialne za proces 
rejestracji leków, jak np. EMA czy FDA. Na potrzeby 
procesu wytwarzania (własnego „know-how”), poten-
cjalny Wytwórca sam musi odpowiednio dobrać zestaw 
metod i procedur niezbędnych do pracy z bankami.
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